




zur Erlangung des akademischen Grades
Doktoringenieur (Dr.-Ing.)
Vorgelegt an der Fakultät Maschinenwesen
der Technischen Universität Dresden
von
Dipl.-Ing. Matthias Schumacher
geb. am 16. Februar 1981 in Amberg
Gutachter: Prof. Dr.-Ing. habil. Dr. h. c. Jürgen Eckert
Prof. Dr. rer. nat. Michael Gelinsky
Tag der Einreichung: 20. Mai 2014






2 Stand der Wissenschaft 5
2.1 Knochen und Osteoporose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.1.1 Aufbau des Knochens . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.1.2 Knochenzellen und Bone Remodelling . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.1.3 Osteoporose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1.4 Therapieansätze zur Osteoporose . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1.5 Strontium in der Osteoporosetherapie . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.2 Knochenersatzmaterialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.2.1 Calciumphosphate und Calciumphosphatzemente . . . . . . . . 21
2.2.2 Strontium-haltige Knochenzemente . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3 Materialien und Methoden 31
3.1 Calciumphosphat-Knochenzement . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
3.1.1 Ausgangsmaterial (CPC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
3.1.2 Strontium-Modifikationen des CaP-Zements . . . . . . . . . . . . 31
3.1.3 Charakterisierung der Zementpasten . . . . . . . . . . . . . . . . 32
3.1.4 Probenherstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2 Materialcharakterisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.2.1 Röntgendiffraktometrie (XRD) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.2.2 Infrarotspektroskopie (FTIR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.2.3 Rasterelektronenmikroskopie und Elementanalyse (EDX) . . . . 34
i
Inhaltsverzeichnis
3.2.4 Massenspektrometrie (ToF-SIMS) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.2.5 Dichte, Porosität und Rauheit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.2.6 Mechanische Charakterisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2.7 Ionenfreisetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2.8 Röntgendichte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
3.3 Verwendete Zellen und Zellkulturbedingungen . . . . . . . . . . . . . . 39
3.3.1 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) . . . . . . . . . . . 39
3.3.2 Primäre humane Monozyten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.4 Versuchsbedingungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
3.4.1 Einfluss von Sr2+ auf Osteogenese und Osteoklastogenese . . . . 41
3.4.2 Indirekte Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.4.3 Direkte Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.5 Biologische Analysenmethoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.5.1 Biochemische und molekularbiologische Analysen der Osteogenese 42
3.5.2 Biochemische Analysen der Osteoklastogenese . . . . . . . . . . . 47
3.6 Mikroskopische Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.6.1 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.6.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.7 Statistik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
4 Ergebnisse und Diskussion 51
4.1 Materialwissenschaftliche Charakterisierung der Zemente . . . . . . . . 51
4.1.1 Eigenschaften der Zementpasten und Abbindeverhalten . . . . . 51
4.1.2 Zementierungsreaktion und Aushärten der Zemente . . . . . . . 53
4.1.3 pH-Wert Entwicklung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
4.1.4 Ionische Interaktionen mit wässrigen Medien . . . . . . . . . . . 59
4.1.5 Charakterisierung von Oberfläche und Bulkmaterial . . . . . . . 63
4.1.6 Mechanische Eigenschaften . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
4.1.7 Röntgendichte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
ii
4.2 Zellbiologische Untersuchungen zur Osteogenese . . . . . . . . . . . . . 73
4.2.1 Wirkung von Sr2+-Ionen aus SrCl2 auf hMSC/Osteoblasten . . . 74
4.2.2 Indirekter Einfluss von SrCPC auf hMSC/Osteoblasten . . . . . . 76
4.2.3 Einfluss von SrCPC auf hMSC/Osteoblasten . . . . . . . . . . . . 78
4.3 In vitro-Charakterisierung der Osteoklastogenese . . . . . . . . . . . . . . 87
4.3.1 Wirkung von Sr2+-Ionen auf Monozyten . . . . . . . . . . . . . . 88
4.3.2 Osteoklastogenese auf Sr-modifizierten Zementen . . . . . . . . . 92
5 Ergebnisse weiterer Kooperationsstudien 99
6 Zusammenfassung 103
7 Literaturverzeichnis 111




A.1 Daten zur Materialcharakterisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135




Osteoporosis is a silent disease until it is complicated by fractures—fractu-
res that can occur following minimal trauma. These fractures are common
and place an enormous medical and personal burden on aging individuals
and a major economic toll [. . . ].
National Osteoporosis Foundation (USA), 2010 [1]
Die Osteoporose ist, zusammen mit der Arthrose, die mit Abstand häufigste systemi-
sche Skeletterkrankung: laut einer Studie aus dem Jahr 2003 sind in Deutschland rund
7,8 Mio. Patienten von Osteoporose betroffen. Auf Gewebe-Ebene ist ein Ungleichge-
wicht des im Knochen physiologisch ablaufenden, normalerweise ausbalancierten Ab-
und Aufbaus von Knochensubstanz charakteristisch für die Osteoporose. Dies kann ent-
weder durch eine erhöhte Aktivität resorbierender Zellen, der sog. Osteoklasten, oder
eine verminderte Knochenneubildung durch Osteoblasten bedingt sein und führt zu
einem fortschreitenden Verlust an Knochenmasse und -qualität. Daraus resultiert ein
erhöhtes Frakturrisiko. Die Folgen der Osteoporose – Einschränkung der Mobilität mit
Einbußen an Lebensqualität und selbstständiger Lebensführung – stellen weltweit ein
enormes sozioökonomisches Problem dar [2–4].
Für die Osteoporosetherapie stehen, neben allgemeinen Maßnahmen zur Fraktur-
vermeidung und der ggf. nötigen Einnahme von Calcium- und Vitamin D-Präparaten,
eine Reihe, bei systemischer Gabe anti-resorptiv, also auf den physiologischen Kno-
chenabbau drosselnd wirkende Therapeutika, zur Verfügung: Bisphosphonate, Stron-
tiumranelat, ein Parathyroidhormon-Präparat, ein auf den Botenstoff RANKL wirken-
der Antikörper (Denosumab) sowie, für weiblichen Patienten, die Therapie mit Östro-
gen [5, 6]. Insbesondere die duale Wirkung des Strontium-Ions (Sr2+), pharmakologisch
wirksamer Bestandteil des seit einigen Jahren verfügbaren Präparats Strontiumranelat,
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verspricht eine effektive Therapie der systemischen Osteoporose: vielfach wurde unter
Strontiumranelat-Gabe eine Zunahme der Knochenmasse und folglich eine Verringe-
rung des Frakturrisikos nachgewiesen [7].
Rund 30 % aller Frakturen postmenopausaler Frauen und älterer Männer werden
mit einem osteoporosebedingt geschwächten Knochen in Verbindung gebracht – Kno-
chendefekte, deren klinische Versorgung häufig den Einsatz synthetischer Knochen-
ersatzmaterialien erfordert [5]. Dies sind, neben zumeist metallischen Osteosynthese-
Implantaten, häufig degradable Knochenzemente wie Calciumphosphat-Zemente und
Calciumphosphat- oder Calciumsulfat-basierte Pulver oder Granulate. Jedoch existiert
bislang noch kein für Osteoporosepatienten spezifisches Knochenersatzmaterial – die
Versorgung akuter Knochendefekte erfolgt unter Verwendung „normaler“, d. h. für den
Einsatz im Knochen mit gesundem Knochenstoffwechsel optimierter Materialien. In
den meisten Fällen erfolgt parallel eine systemische Therapie mit Osteoporosemedika-
menten, wodurch zwar ggf. eine Verbesserung des Knochenstatus insgesamt erreicht
wird, lokal, d. h. am spezifischen Defekt, jedoch keine gezielte Wirksamkeit realisiert
werden kann.
When once only surgical options were available to treat some diseases at
their end-stage, there are now treatments based on new drugs and active
substances, targeted at the early steps of these musculoskeletal diseases. A
key issue in these treatments is to maximize the drug access to specific bone
sites, and to be able to control the release of drugs, in order to maintain a
desired drug concentration level for long periods of time without reaching a
toxic level or dropping below the minimum effective level.
Ginebra et al., 2006 [8]
In der Forschung wird dagegen mittlerweile der Ansatz verfolgt, durch speziell an die
Erfordernisse des osteoporotischen Knochendefekts angepasste Knochenersatzmateria-
lien oder lokal applizierte, Wirkstoff-freisetzende Systeme den Knochenstoffwechsel am
Defektort so zu beeinflussen, dass es zu einer beschleunigten Heilung kommt [9, 10].
So wurden unter anderem Systeme entwickelt, in denen Calciumphosphat-Knochen-
zemente (CPC) für die lokale Freisetzung therapeutisch wirksamer Strontium-Ionen
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in einem spezifischen Knochendefekt genutzt werden. Allerdings basieren die bislang
in der Literatur beschriebenen Zemente vorwiegend auf mit beträchtlichem Aufwand
hergestellten, Sr-haltigen Calciumphosphatphasen, und die resultierenden Zemente be-
sitzen häufig unzureichende mechanische Eigenschaften.
Ziel der vorliegenden Arbeit
Ausgehend von dieser Situation hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, Strontium-
haltige Calciumphosphat-Knochenzemente zu entwickeln und zu charakterisieren, die
durch kontrollierte Freisetzung von Sr2+-Ionen in vitro wie auch in vivo den physiolo-
gischen Knochenaufbau (Osteogenese) unterstützen (siehe Abb. 1.1).
Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Ansatzes zur lokalen Therapie osteoporotischer Knochendefekte:
Freisetzung physiologisch wirksamer Sr2+-Ionen aus einem Defekt-füllenden Knochenzement,
die sowohl auf Knochen-bildende Osteoblasten (OB) als auch -resorbierende Osteoklasten (OC)
wirken.
Weiterhin sollte mittels der freigesetzten Sr2+-Ionen die Bildung von Knochen-resor-
bierenden Zellen (Osteoklastogenese) nicht verhindert werden, da diese eine wichtige
Rolle in der natürlichen Regulation des Knochenstoffwechsels spielen. Jedoch sollte
deren resorptive Aktivität möglichst gedrosselt werden. Die anhand dieser Maßgaben
entwickelten Zemente sollten eine für den Einsatz im spongiösen Knochen ausreichende
mechanische Festigkeit und eine gute Handhabbarkeit besitzen und nach Möglichkeit
in ihrem Strontiumgehalt einfach einstellbar sein. Die Zemente sollten weiterhin in vitro
auf ihren Einfluss auf osteogene (zur Differenzierung in Osteoblasten angeregte humane
mesenchymale Stammzellen) und osteoklastogene (zur Osteoklasten-Bildung angeregte
humane Monozyten) Zellen hin untersucht werden.
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2 Stand der Wissenschaft
2.1 Knochen und Osteoporose
2.1.1 Aufbau des Knochens
Aus werkstoffwissenschaftlicher Sicht stellt Knochen ein Kompositmaterial aus rund
70 Gew.-% anorganischer Mineralphase und 30 Gew.-% organischen Bestandteilen dar.
Die Mineralphase besteht zu gut 95 Gew.-% aus sog. Knochenapatit, der eine Calcium-
defizitäre, Carbonat-haltige und mit zahlreichen Fremdionen substituierte Form des Hy-
droxylapatits (HA) darstellt. Mit einem Ca/P-Verhältnis von 1,37–1,87 (im Gegensatz zu
stöchiometrischem HA mit Ca/P = 1,67) besitzt Knochenapatit eine höhere Löslichkeit
als stöchiometrischer HA. Ein Teil der Ca2+-Plätze im HA-Kristallgitter ist durch Fremd-




und F−-Ionen substituiert. Neben seiner wichtigen Rolle als struktureller Bestandteil
des Körpers stellt der Knochen damit das größte Mineraldepot des Organismus dar und
ist wichtiger Teil des metabolischen Systems, in dem ca. 99 % des Calciums und ca. 70 %
des Phosphats gespeichert sind [11]. Ebenso spielt Knochen eine Rolle im Energiestoff-
wechsel des Körpers [12]. Die organische Phase setzt sich zu rund 95 Gew.-% aus dem
Faserprotein Kollagen I und weiteren, nicht-kollagenen Proteinen wie Osteopontin (OP)
und Osteocalcin (OCN) zusammen [13, 14].
Morphologisch ist Knochen ein hierarchisch aufgebautes Material: in Tripelhelices
angeordnetes Tropokollagen bildet die sog. Kollagenfibrillen, welche sich zu Kollagen I-
Fasern zusammenlagern. Von Apatitkristallen umlagert, stellen diese die unterste Orga-
nisationsebene des Knochens dar. Je nach Anordnung dieser mineralisierten Fasern wird
zwischen lamellarem Knochen, bei dem sie in Schichten von 3–7 µm Dicke angeordnet
sind, und Geflechtknochen unterschieden, in dem eine regellose Anordnung dominiert.
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Letzterer findet sich vornehmlich als frühes Stadium der Knochenneubildung bzw. der
Frakturheilung [13].
Durch konzentrische Anordnung lamellarer Schichten um einen zentralen Kanal (Ha-
vers’scher Kanal) entstehen die Osteone, ca. 250 µm dicke und bis zu 5 cm lange zylindri-
sche Strukturen. Durch Zusammenlagerung zahlreicher Osteone, in deren Havers’schen
Kanälen Nervenstränge und Blutgefäße verlaufen und die durch sog. Volkmann’sche
Kanäle miteinander verbunden sind, bilden diese den kompakten Knochen, die sog.
Corticalis (siehe Abb. 2.1).
Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Knochens. Verändert nach: OpenStax College. Anatomy & Phy-
siology, Connexions Web site: http://cnx.org/content/col11496/1.6/ am 19.06.2013.
Bevorzugt im Inneren bzw. in den metaphysären Bereichen langer Röhrenknochen fin-
det sich eine zweite, rund 20 % der Knochenmasse ausmachende Erscheinungsform der
Knochensubstanz, die Spongiosa. Sie besteht aus einem hoch porösen, interkonnektieren-
den Geflecht aus in lamellaren Schichten aufgebauten Trabekeln. In den Porenräumen der
Spongiosa befindet sich das u. a. für die Blutbildung sowie als Quelle von Stammzellen
wichtige Knochenmark [13, 14].
2.1.2 Knochenzellen und Bone Remodelling
Drei Zelltypen sind für das Knochengewebe charakteristisch: Knochen aufbauende
Osteoblasten, das Gewebe resorbierende Osteoklasten sowie Osteozyten. Daneben finden
sich zahlreiche andere Zellen im Knochengewebe, darunter Vorläufer der o. g. Zellty-
pen sowie die die Knochenoberfläche bedeckenden bone lining cells [14]. Zusammen
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mit dem Kapillarsystem, welches den Knochen mit Sauerstoff und Nährstoffen ver-
sorgt, bilden diese Zellen die sog. basic multicellular unit (BMU), deren konzertiertes
Zusammenspiel, das bone remodelling, den stetig ablaufenden Prozess des Knochenum-
baus darstellt (Abb. 2.2). Der Remodellierungszyklus besteht aus der Aktivierung der
Osteoklastogenese, der osteoklastären Resorption des Knochens, der anschließenden
Proliferation und Differenzierung von Vorläuferzellen zu Osteoblasten, der Bildung
neuer organischer Knochenmatrix durch Osteoblasten sowie der Mineralisierung dieses
sog. Osteoids [15, 16].
Abb. 2.2: Schematische Darstellung des bone remodelling durch die BMU: Aktivierung von Osteoklasten
(OC) und Migration zur mit lining cells (Li) bedeckten Knochenoberfläche (A-B), Resorption (C),
Migration von Prä-Osteoblasten (PräOB) und Differenzierung zu Osteoblasten (OB, D) sowie
Matrixsynthese und Mineralisierung (E). Eingelagert im Knochen finden sich die Osteozyten
(OCy). Nach: [16].
Osteoklasten
Osteoklasten sind im Knochen mit nur 2–3 Zellen/µm3 vergleichsweise seltene Zellen,
die sich innerhalb der Havers’schen Kanäle sowie an der Knochenoberfläche befinden.
Osteoklasten stammen aus der hämatopoetischen Stammzelllinie: sie entstehen durch
Fusion einkerniger Monozyten zu mehrkernigen Vorläuferzellen. Die Entstehung von
Osteoklasten wird auch als Osteoklastogenese bezeichnet [14]. Diese Differenzierung der
Osteoklasten (Abb. 2.3) wird gesteuert durch von Osteoblasten, Stromazellen oder Lym-
phozyten sezernierten Faktoren wie den Interleukinen 1, 3, 6 und 11 oder dem macropha-
ge colony stimulating factor (M-CSF). Letzterer regt monozytäre Osteoklasten-Vorläufer
zur Koloniebildung und schließlich zur Fusion an. Weitere Faktoren, welche die Os-
teoklastogenese stimulieren sind u. a. Parathyroidhormon (PTH), Vitamin D3 sowie
insbesondere der Receptor activator of Nuclear Factor κB ligand (RANKL), ein ebenfalls
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von Osteoblasten gebildeter Regulator der Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivi-
tät [15, 17, 18].
Reife, zur Resorption fähige Osteoklasten sind 20–80 µm große Zellen mit 3–25 Zell-
kernen. Unter dem Einfluss von RANKL kommt es zur Adhäsion der Zellen an die
Knochenoberfläche und zur Polarisierung der Zellen: an ihrer Unterseite wird der sog.
Bürstensaum (ruffeled border) ausgebildet. Diese aufgefaltete Basalmembran ermöglicht
eine große Kontaktfläche zum darunter liegenden Knochen. Darum schließt sich eine
mit Aktinfilamenten durchzogene, ringförmige Struktur, der sog. Aktinring. Hier bildet
sich die sealing zone aus: durch speziell an Knochenproteine bindende Integrine entsteht
eine äußerst dichte Anbindung an die Knochenoberfläche und damit ein abgeschlos-
sener Resorptionsraum. Über im Bürstensaum vorhandene Protonenpumpen werden
H+-Ionen in den Resorptionsraum gepumpt, die dort, zusammen mit ebenfalls vom
Osteoklasten sezernierten proteolytischen Enzymen wie der Tartrat-resistenten sauren
Phosphatase (TRAP) und Cathepsin K, die anorganische bzw. organische Knochenma-
trix abbauen. Calcium, Phosphat und Abbauprodukte der Knochenproteine werden
durch die Basalmembran aufgenommen, teilweise intrazellulär weiter abgebaut (intra-
zelluläre TRAP) und schließlich in die Umgebung abtransportiert [15, 19].
Osteoblasten
Osteoblasten stammen aus der über ein hohes Proliferationspotential verfügenden me-
senchymalen Stammzelllinie, welche nicht nur in osteoblastäre, sondern bei entspre-
chender Stimulation auch in z. B. adipogene, fibröse oder chondrogene Richtung dif-
ferenzieren kann. Unter Einfluss verschiedener Cytokine wie dem transforming growth
factor β (TGFβ) oder bone morphogenic proteins (BMPs) differenzieren diese zunächst
in Vorläuferzellen, sog. Prä-Osteoblasten (siehe Abb. 2.3), die sich an der Oberfläche
des Knochens sowie im Knochenmark befinden. Später, als reife Osteoblasten, besit-
zen die Zellen eine kuboidale bis flächige Morphologie und finden sich in Bereichen
der Knochenneubildung (Osteogenese) an der Knochenoberfläche. Dort synthetisieren
sie Kollagen Typ I, nicht-kollagene Proteine wie Osteocalcin, Sialoprotein, Osteopontin,
Osteoprotegerin sowie diverse Proteoglykane und bauen so die organische Knochen-
matrix auf. Diese knochenspezifische extrazelluläre Matrix (ECM) wird auch als Osteoid
bezeichnet. Weiterhin wird die zelluläre Mineralisation des Osteoids durch das von
8
Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Differenzierung von Zellen der BMU. Osteoklasten: von hämato-
poetischen Stammzellen (HSC) abstammende Monozyten (Mono) werden durch die Wirkung
von M-CSF zu Prä-Osteoklasten (OCP) und bilden schließlich Kolonien, aus denen unter Ein-
fluss von RANKL mehrkernige, resorbierende Osteoklasten (OC) fusionieren. Osteoblasten:
Aktivierung von Stammzellen (SC) zu mesenchymalen Stammzellen (MSC), über Osteoproge-
nitorzellen (OP) zu Prä-Osteoblasten (prä-OB) und Osteoblasten bis hin zu Osteozyten (OCy).
Nach: [15, 17, 19].
Osteoblasten produzierte Enzym alkalische Phosphatase (ALP) gesteuert. Die Aktivität
der ALP wird entsprechend auch als früher Marker der osteoblastären Differenzierung
herangezogen. Keimbildung und Kristallwachstum des Knochenminerals können so-
wohl homogen, aus übersättigter Lösung in sog. Matrixvesikeln, als auch inhomogen
ablaufen, wobei von Osteoblasten synthetisierte Proteine wie Osteocalcin als Keimbild-
ner wirken [13, 14, 17].
Die Differenzierung zu Osteoblasten wird neben den Wachstumsfaktoren BMP, TGFβ
und dem fibroblast growth factor (FGF) auch von der Ca2+- und Phosphat-Konzentration
reguliert, wobei beide auch durch aktive zelluläre Prozesse beeinflusst werden [17, 20].
So haben sich für Proliferation und osteogene Differenzierung von mesenchymalen
9
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Stammzellen Konzentrationen von [Ca2+] = 1,8 mM und [Phosphat] = 0,9 mM als opti-
mal erwiesen [21]. Zentraler Rezeptor für Ca2+ ist der calcium sensing receptor (CaSR), der
in der Zellmembran osteoblastärer Zellen nachgewiesen wurde und sowohl an der Re-
gulation der Proliferation als auch der Differenzierung beteiligt ist [20,22]. Aber auch an-
dere Strukturen wie Calcium-Kanäle der Zellmembran (insbesondere der type L voltage-
gated calcium channel) sind gegenüber Änderungen der Ca-Konzentration empfindlich
und an der Regulierung z. B. der BMP-Expression durch Osteoblasten beteiligt [23]. Die
der zellulären Reaktion auf Phosphat zugrunde liegenden Signalwege sind bislang nicht
eindeutig geklärt, jedoch wurde gezeigt, dass zahlreiche Zelltypen, darunter auch Osteo-
blasten, sensitiv gegenüber Schwankungen der Phosphat-Konzentration sind und diese
sowohl Proliferation als auch Differenzierung beeinflussen können [24, 25].
Osteozyten
Durch anhaltende Produktion extrazellulärer Matrix und deren Mineralisierung wer-
den Osteoblasten schließlich vollständig von mineralisiertem Osteoid umschlossen und
wandeln sich zu Osteozyten (OCy, vgl. Abb. 2.3). Osteozyten bilden dendritische Fortsät-
ze aus, über die sie durch ein Netzwerk von Kanälen (canaliculi) untereinander sowie
mit der Knochenoberfläche verbunden sind. Osteozyten wird eine wichtige Rolle in
der Regulation des Knochenstoffwechsels und im bone signalling zugeschrieben, insbe-
sondere durch die Aktivierung bzw. Inhibierung von Osteoklasten durch RANKL und
Osteoprotegerin. Zudem besitzen Osteozyten die Fähigkeit, die Mineralisierung inner-
halb der Kanäle, durch die sie miteinander verbunden sind, zu regulieren. Vermutlich
besitzen sie weiterhin Mechanorezeptoren und sind somit regulatorisch am Modelling,
also dem lastangepassten Umbau der Knochengeometrie, beteiligt [14, 26].
Bone signalling
Als bone signalling wird die gegenseitige Regulierung der im Knochen vorhandenen
Zellen bzw. der Zellen der BMU bezeichnet (vgl. Abb. 2.3). So exprimieren Osteoblasten
eine Reihe von Cytokinen, die wichtige Signalstoffe der Osteoklastogenese darstellen.
Darunter sind u. a. der macrophage colony stimulating factor (M-CSF) und der receptor acti-
vator of nuclear factor κB-ligand (RANKL), welche die Differenzierung und Aktivität von
Osteoklasten regulieren. Weiterhin werden Botenstoffe wie BMPs, TGFβ und insuline-
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like growth factors (IGFs) von Osteoblasten exprimiert [17]. Als Inhibitor der Resorption
wirkt das von Osteoblasten produzierte Osteoprotegerin (OPG): als decoy receptor verhin-
dert es die Bindung von RANKL an die entsprechenden Rezeptoren der Osteoklasten
(RANK) und blockiert so dessen Aktivierung. Umgekehrt wird von Osteoklasten das
membrangebundene Ephrin B2 exprimiert, welches bei Kontakt mit dem osteoblastären
Rezeptor Ephrin B4 sowohl die osteogene Differenzierung als auch die Matrixsynthese
und -mineralisierung stimuliert. Ebenso setzt die osteoklastäre Resorption Ca2+-Ionen
und Phosphat frei, welche einerseits die Aktivität der Osteoklasten selbst, andererseits
aber auch Differenzierung und Aktivität der Osteoblasten beeinflussen. Schließlich gibt
es weitere regulatorische Beziehungen zwischen Osteozyten und Osteoblasten: so wird
beispielsweise auch mittels des von Osteozyten gebildeten Sclerostins die Osteogenese
reguliert [15, 17, 27].
2.1.3 Osteoporose
Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine verringerte Kno-
chenmasse und eine Schädigung der Knochen(mikro)architektur charakterisiert ist, wo-
durch es zu einer verminderten Festigkeit des Knochens und folglich einem erhöhten
Frakturrisiko kommt [2]. Mit ca. 7,8 Mio. Betroffenen in Deutschland (2003) und ge-
schätzt über 200 Mio. Fällen weltweit ist die Osteoporose eine der häufigsten chroni-
schen Erkrankungen und stellt ein enormes soziales und ökonomisches Problem dar [3].
Zu unterscheiden sind die sowohl post-menopausal als auch bei jüngeren, von Östro-
genmangel betroffenen Frauen auftretende sog. primäre Osteoporose sowie die bei Frauen
und Männern nach dem 75. Lebensjahr gleichermaßen bekannte sog. sekundäre Osteopo-
rose (senile Osteoporose) [28]. Osteoporose wird häufig als Reduzierung der Knochen-
dichte (bone mass density, BMD) um ein 2,5-faches der Varianz in der BMD knochenge-
sunder Referenzpatienten definiert und mit Hilfe der Knochendichtemessung (Dual-
Röntgen-Absorptiometrie, DXA) diagnostiziert. Klinisch wird die Osteoporose dagegen
zumeist erst durch das Auftreten von Knochenbrüchen, insbesondere sog. Kompressi-
onsfrakturen der Wirbelkörper sowie Femur- und Radiusfrakturen, erkannt [29]. Trotz
des unbestrittenen Zusammenhangs von reduzierter BMD und erhöhtem Frakturrisiko
werden mittlerweile verstärkt diagnostische Verfahren entwickelt, die neben der BMD
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auch biochemische Marker des bone turnover, bereits aufgetretene Frakturen sowie eine
Reihe weiterer Faktoren berücksichtigen [1].
Die Ursache der Osteoporose ist bis heute unklar, wobei sowohl genetische Prädispo-
sition als auch chronische Erkrankungen und Faktoren wie Ernährung und mangelnde
körperliche Aktivität als Einflussfaktoren aufgeführt werden [30, 31]. Verantwortlich
für die osteoporotische Veränderung des Knochengewebes ist ein gestörtes Verhältnis
zwischen zellulärem Knochenaufbau durch Osteoblasten und osteoklastärer Resorption,
wobei insgesamt Knochensubstanz verloren geht. Dabei kommt es sowohl zum Verlust
kortikalen Knochens als auch, wie in Abbildung 2.4 zu erkennen, zur Abnahme der
Trabekeldichte und -qualität im spongiösen Knochen.
Abb. 2.4: Vergleich von gesunder und osteoporotischer Spongiosa: Durch den fortschreitenden Verlust an
Knochenmasse (Verringerung der BMD) kommt es zur Abnahme der Trabekeldicke im spongi-
ösen Knochen. Nach: [11].
Bei der primären Osteoporose beruht dieses Ungleichgewicht auf zellulärer Ebene auf
einem infolge des Östrogenmangels veränderten bone signallings: Die Konzentrationen
mehrerer regulatorischer Interleukine wie IL-1 und IL-6 sowie insbesondere M-CSF sind
stark erhöht, was zu einer Stimulation der Osteoklastogenese und der osteoklastären
Resorption führt (vgl. Kap. 2.1.1). Dagegen ist im Fall der sekundären Osteoporose
häufig die Anzahl und Aktivität der Osteoblasten, nicht jedoch die der Osteoklasten
deutlich reduziert – ein generell mit fortschreitendem Alter auftretendes Phänomen,
das häufig durch andere Erkrankungen sowie eine abnehmende Mobilität verstärkt
wird [15].
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2.1.4 Therapieansätze zur Osteoporose
Grundsätzlich stehen in der Osteoporosetherapie zwei Ansätze zur Verfügung: einer-
seits kann mit Hilfe antiresorptiv wirkender Präparate eine weitere Abnahme der Kno-
chenmasse verhindert und der (verminderte) Status „eingefroren“ werden, anderer-
seits lässt sich mit Hilfe osteoanaboler Wirkstoffe die Knochenneubildung anregen (vgl.
Abb. 2.5). Häufig werden beide Strategien parallel oder aufeinander aufbauend verfolgt.
Abb. 2.5: Angriffspunkte verschiedener systemischer Osteoporose-Therapien: auf Osteoklasten (OC) bzw.
deren Vorläufer (präOC) wirkende, anti-resorptive sowie osteoanabole, d. h. auf Osteoblasten
(OB) oder deren Vorläufer (präOB) stimulierend wirkende Substanzen. Wirkstoffe: dunkelblau,
Angriffspunkte: hellblau. Nach: [32].
Resorptionshemmende Therapien
Die häufigste Klasse resorptionshemmender Präparate stellen derzeit Bisphosphona-
te dar. Ihre Wirkung beruht auf der, mehr oder weniger spezifischen, Hemmung des
Osteoklasten-spezifischen Enzyms Farnesyl-Pyrophosphat-Synthase, welches wiederum
für die Bildung von für die Resorption essentieller Proteine verantwortlich ist. Entspre-
chend wird durch die Gabe von Bisphosphonaten die osteoklastäre Resorption direkt
gehemmt. Aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinität zu Calciumphosphaten werden Bis-
phosphonate im Knochen angereichert, weshalb ihre Wirkung lange anhält. Allerdings
kommt es durch Bisphosphonate auch zur Apoptose von Osteoklasten, wodurch das
13
KAPITEL 2. STAND DER WISSENSCHAFT
zelluläre Signalling zwischen OC und OB zum Erliegen kommt und die Knochenneu-
bildung beeinträchtigt wird. Zudem traten während der Langzeittherapie mit einigen
Bisphosphonaten Kiefernekrosen auf [9, 33].
Cathepsin K, ein für den osteoklastären Abbau organischer Knochenbestandteile ent-
scheidendes Enzym, kann durch synthetische Cathepsin K-Inhibitoren gehemmt wer-
den. Dadurch wird zwar die Resorption verlangsamt, nicht jedoch die Vitalität der OC
beeinträchtigt. Vorteil dieser Wirkstoffklasse ist somit ein (weitgehend) intaktes Signal-
ling zwischen OC und OB [9, 34].
RANKL, ein wichtiges Signalmolekül in der Kommunikation von OB und OC und
stimulierender Faktor während der Osteoklastogenese, kann vergleichbar der Wirkung
seines natürlichen Antagonisten Osteoprotegerin (OPG) auch mit Hilfe monoklona-
ler Antikörper (Denosumab) gebunden werden, wodurch die Bildung resorbierender
Osteoklasten gehemmt wird. Auch hier bleiben die für das Signalling wichtigen Zellen
weitgehend erhalten. Bei Behandlung mit RANKL-Antikörpern wird die zum Beginn
der Behandlung vorhandene Knochenmasse konserviert bzw. durch die anhaltende
Osteoblastenaktivität sogar wieder gesteigert [35].
Selektive Östrogenrezeptormodulatoren (SERMs) interagieren wie natürliche Östro-
gene mit spezifischen Rezeptoren (ERα und ERβ) der Osteoklasten und wirken hem-
mend auf deren Aktivität, wodurch es zu einem Anstieg der BMD kommt [36]. Ver-
gleichbar wirkt Calcitonin, das als natürlicher Antagonist des Parathormons bei er-
höhten (Plasma-) Calcium-Konzentrationen in der Schilddrüse produziert wird und
aktivitätshemmend auf Osteoklasten wirkt [9].
Strontium-Ionen zeigen eine sowohl resorptionshemmende als auch die Knochen-
neubildung stimulierende Wirkung und werden in Form des Wirkstoffs Strontiumrane-
lat klinisch eingesetzt [37]. Dieses „duale Wirkprinzip“ wird im folgenden Abschnitt
(Kap. 2.1.5) näher betrachtet.
Osteoanabole Wirkstoffe
Derzeit wird neben Strontiumpräparaten (Kap. 2.1.5) ausschließlich Parathormon (PTH)
bzw. ein Fragment dessen (PTH 1-34) als rein osteoanaboler Wirkstoff klinisch eingesetzt.
PTH wird normalerweise in Folge niedriger (Plasma-) Calcium-Level von der Neben-
schilddrüse freigesetzt und wirkt stimulierend sowohl auf die osteoblastäre Aktivität
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als auch die Reifung von Osteoklasten. Obwohl also auch die Resorption des Knochens
durch PTH stimuliert wird, überwiegt bei intermittierender Gabe der osteoanabole Ef-
fekt und es kommt zu einem Anstieg der BMD und einem verringerten Frakturrisiko.
Allerdings wurde die maximale Anwendungsdauer auf 2 Jahre begrenzt, da in Langzeit-
Versuchen in Rattenmodellen Osteosarkome beobachtet wurden. Zuletzt wurde auch
mit PTH-ähnlichen Peptiden, sog. PTHrP (PTH-related protein), eine vergleichbare Wir-
kung erzielt [9, 38].
Ein weiterer Ansatz, der zur Zeit im Rahmen klinischer Studien getestet wird, basiert
auf der Ausschaltung eines natürlichen Regulationsmechanismus: Sclerostin, ein von
Osteozyten und Osteoklastenvorläufern gebildeter Wnt-Antagonist, mindert die osteo-
blastäre Knochenneubildung durch kompetitive Hemmung der (LRP)5/6-Rezeptoren.
Mittels monoklonaler anti-Sclerostin Antikörper kann dieser Regulationsweg ausge-
schaltet und somit eine Steigerung der BMD erreicht werden [9, 39]. Aufgrund der
ähnlichen Wirkung auf den Wnt-Signalweg wurden auch anti-Dickkopf-1 (antiDKK1)
-Antikörper entwickelt, jedoch mit teils widersprüchlichen Ergebnissen [39].
2.1.5 Strontium in der Osteoporosetherapie
Strontium stellt mit rund 0,03 % Anteil an der Erdkruste ein vergleichsweise häufiges,
jedoch für den menschlichen Organismus nicht essentielles Element dar. Bei normaler
Ernährung wird in westlichen Ländern eine Strontiumaufnahme von ca. 2–4 mg/Tag
angenommen. Strontium folgt im Körper denselben metabolischen Wegen wie Calci-
um und wird an Ca-Plätzen in den Knochenapatit eingebaut. Entsprechend dem Vor-
kommen in der Erdkruste substituieren Sr2+ rund 0,035 % der Ca-Ionen im Knochen.
Toxische Wirkungen erhöhter Sr-Konzentrationen in der Nahrung sind nicht beschrie-
ben [40–42].
Strontium-Ionen (Sr2+) besitzen einen dem Ca2+-Ion ähnlichen Ionenradius1 sowie die
selbe Ladung, weshalb Sr2+-Ionen in vielen biologischen Prozessen eine zwar vergleich-
bare, jedoch schwächer ausgeprägte Wirkung als Ca2+-Ionen zeigen [41].
1 Ca2+-Ionen besitzt im hexagonalen Hydroxylapatit einen theoretischen Ionenradius von 148 pm,
Strontium (auf gleicher Position) von 158 pm [43].
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1951 wurde von Shorr und Carter erstmals eine gesteigerte Knochenbildung (Calcium-
Adsorption) unter dem Einfluss von Strontiumlactat (C6H10O6Sr · xH2O) beschrieben
[44], weshalb dieses bereits 1959 in einer Pilotstudie zur systemischen Osteoporose-
therapie eingesetzt wurde. Erst Mitte der 1990er Jahre wurde der „Knochengewebe
konservierende“ Effekt von Strontium systematisch in vivo untersucht, wobei gezeigt
werden konnte, dass die regelmäßige Gabe von zweiwertigem Strontium den Östrogen-
Mangel-bedingten Verlust an Knochenmasse in ovarektomierten (OVX) Ratten vermin-
derte [45]. Schließlich wurden in zwei klinischen Phase III-Studien eine durch die Gabe
von 2 g/Tag S-12911 (später Strontiumranelat) signifikante Zunahme der Knochendichte
sowie eine Abnahme Osteoporose-assoziierter vertebraler und nicht-vertebraler Fraktu-
ren gezeigt [46, 47]. Pharmazeutisch wirksamer Bestandteil des Strontiumranelats sind
dabei die beiden zweiwertigen Sr-Ionen, welche zunächst mit Ranelin-Säure komple-
xiert sind, in wässriger Umgebung jedoch als freie Ionen vorliegen (Abb. 2.6).
Abb. 2.6: Strukturformel von Strontiumranelat. Nach: [40].
Im Jahr 2004 wurde Strontiumranelat unter den Handelsnamen Protelos R© bzw. Osseor R©
von der Firma Servier Deutschland GmbH zunächst zur Therapie von Frauen mit post-
menopausaler Osteoporose für den europäischen Markt zugelassen. Seit 2012 ist eine
Anwendung auch für Männer mit fortgeschrittener Osteoporose vorgesehen. Aufgrund
einer 2013 veröffentlichten Studie, in der ein erhöhtes Risiko von Myokardinfarkten
mit der regelmäßigen Einnahme von Protelos R© assoziiert wurde (1,7 % versus 1,1 % für
Placebo) wird Sr-Ranelat derzeit nur noch zur Behandlung der „schweren Osteoporose
bei postmenopausalen Frauen mit hohem Frakturrisiko zur Reduktion des Risikos von
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Wirbelsäulen- und Hüftfrakturen“ sowie der „schweren Osteoporose bei erwachsenen
Männern mit erhöhtem Frakturrisiko“ empfohlen2.
Wirkung des Strontiums auf zellulärer Ebene
In zahlreichen in vivo-Studien wurde eine Zunahme der trabekulären Knochenmasse
durch die resorptionshemmende sowie die Knochenneubildung stimulierende Wirkung
von Strontium phänomenologisch gezeigt. Auf zellulärer Ebene zeigen z. B. Canalis
et al. eine Steigerung der Proliferation osteoblastärer Precursorzellen (aus der Ratte)
sowie eine Zunahme der Expression kollagener Matrixproteine unter dem Einfluss von
10−3 M Strontiumranelat [48]. Anhand primärer muriner Osteoblasten wurde später
eine dosisabhängige Wirkung des Strontiums auf die Aktivität osteoblastärer Zellen
beschrieben: im Bereich von 2–5 µg/ml Sr2+ wurde eine gesteigerte bone nodule-Bildung
beobachtet, während die Mineralbildung bei erhöhter (20–100 µg/ml) Konzentration
gehemmt wurde [49].
Der genaue Wirkmechanismus von Sr2+-Ionen auf Zellen der osteoblastären Linie
sowie auf Osteoklasten bzw. deren Vorläuferzellen ist derzeit noch nicht vollständig
aufgeklärt, jedoch existieren Studien, die einzelne mögliche Angriffspunkte des Stronti-
ums beschreiben (Abb. 2.7). So wurde in vivo eine durch Strontium erhöhte β-Catenin-
Expression gemessen, was auf eine Verstärkung von Transkriptionsfaktoren der Osteo-
genese hindeutet. Darüber hinaus wurde auch ein indirekter Einfluss durch eine Ver-
minderung der Expression von Inhibitoren des Wnt-Signalwegs vorgeschlagen [50].
Ebenfalls stimulierend auf die Proliferation und Differenzierung osteoblastärer Vorläu-
ferzellen wirkt Strontium über eine Steigerung der Prostaglandin-Expression [51]. Auch
der in Zellen der osteoblastären Linie zu findende calcium sensing receptor (CaSR) stellt
einen möglichen Angriffspunkt dar: Dem durch Ca2+ aktivierbaren CaSR wird eine Rol-
le bei der Regulierung der osteogenen Differenzierung sowie der Osteoblastenaktivität
zugeschrieben [52]. Studien von Chattopadhyay et al. zeigen, dass eine Aktivierung des
CaSR durch Sr2+ möglich ist und dies zum anabolen Effekt von Sr2+-Ionen beiträgt [53].
2 Quelle: Rote-Hand-Brief über neue Kontraindikationen für Strontiumranelat (Protelos), abgerufen am
05.12.2013 von WebSite der Arzneimittelkommission der deutschen Ärzteschaft (AkdÄ), www.akdae.
de/Arzneimittelsicherheit/RHB/20130513.pdf
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Abb. 2.7: Dualer Effekt von Strontium auf Knochenzellen: Stimulierende Wirkung auf die Osteogenese
(grün) und Inhibierung der osteoklastären Resorption (rot). Nach: [37].
Vergleichbare Mechanismen scheinen der inhibierenden Wirkung des Strontiums auf
Osteoklasten zugrunde zu liegen. Auch für osteoklastäre Zellen wurde eine Aktivierung
des ebenfalls von Osteoklasten exprimierten CaSR durch Sr2+ nachgewiesen, wobei
Strontium in diesem Fall die Apoptose-induzierende Wirkung des Calciums begünstigt
[54].
Die Wirkung des Strontiums beruht weiterhin auf der Beeinflussung der parakri-
nen Signalwege zwischen Osteozyten und Osteoblasten bzw. Osteoklasten: Bakker et
al. beschreiben, dass die stimulierende Wirkung von zuvor durch Inkubation mit me-
chanisch angeregten Osteozyten konditioniertem Medium auf die Osteoklastogenese
durch Zugabe von 3 mM Strontiumranelat deutlich reduziert wird [55]. Ein direkter
Nachweis des Einflusses von Sr2+ gelang ebenfalls anhand konditionierter Medien: un-
ter Einfluss von 0–3 mM zeigten murine MC3T3-E1 Osteoblasten eine dosisabhängig
abnehmende Expression der für RANKL codierenden mRNA sowie eine abnehmende
Produktion von Osteoprotegerin (OPG). Entsprechende Zellkultur-Überstände führten
in Osteoklastenkulturen zu einer Abnahme der TRAP-Aktivität sowie der resorptiven
Aktivität, wobei durch Ausschaltung dieses Effekts mittels Anti-RANKL-Antikörpern
die RANKL-Expression als Ursache bestätigt werden konnte [56].
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2.2 Knochenersatzmaterialien
Als Knochenersatzmaterialien werden Materialien biologischen oder synthetischen Ur-
sprungs bezeichnet, die zur Rekonstruktion knöcherner Defekte verwendet werden
können. Hieraus ergeben sich folgende Anforderungen: Es muss biokompatibel sein, aus
einer osteokonduktiven Matrix bestehen und ggf. osteoinduktive Faktoren enthalten. Ferner
sollte es mit dem zu ersetzenden Gewebe vergleichbare mechanische Eigenschaften besit-
zen [14,57]. Für den Begriff der Biokompatibilität finden sich in der Literatur zahlreiche
Definitionen, die sich zumeist auf die nicht-toxische Wirkung eines Materials beziehen.
Die zumeist gebrauchten Definitionen lassen sich wie folgt zusammenfassen [14, 58]:
Setzt ein Biomaterial zwar potentiell schädliche Substanzen oder Abbauprodukte frei,
jedoch in nicht-toxischen Konzentrationen, oder kommt es anderweitig zu lediglich
leichten Abwehrreaktionen, kann ein Material als biokompatibel gelten.
Kommt es nicht zur Ausbildung eines festen Interfaces zum direkt angrenzenden Gewe-
be, jedoch auch nicht zur Freisetzung toxischer Bestanteile aus dem Material, wird von
bioinertem Verhalten gesprochen. Kommt es im Bereich solcher bioinerter Materialien zu
einer mechanischen Stimulation des Gewebes, wird häufig eine fibröse Kapsel um das
körperfremde Material gebildet.
Positive Wechselwirkungen zwischen Gewebe und Material, insbesondere die Ausbil-
dung eines festen Interfaces, werden als Bioaktivität des Materials bezeichnet. Zu be-
achten ist an dieser Stelle, dass auch die Eigenschaft, im Kontakt mit Calcium- und
Phosphat-haltigen Lösungen die Präzipitation von Apatit zu begünstigen und so eine
für Gewebe- und Knochenkontakt gut geeignete Oberflächenschicht auszubilden, regel-
mäßig als Bioaktivität bezeichnet wird. Diese Eigenschaft eines Materials ist jedoch nicht
zwangsläufig mit der zuvor genannten Definition der Bioaktivität gleichzusetzen [59].
Osteokonduktive Materialien wirken im Kontakt mit bereits vorhandenem Knochen als
„Leitschiene“ für die Osteogenese.
Schließlich werden Biomaterialien als osteoinduktiv bezeichnet, die auch abseits des Kno-
chens („ektop“) die Knochenneubildung induzieren. Dies wird jedoch lediglich von
vitalen Transplantaten oder ggf. mit Wachstumsfaktoren wie BMPs beladenen oder
auch zellbesiedelten Scaffolds im Bereich des Tissue Engineering erreicht.
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Bis heute gelten Autografts, also patienteneigenes, an anderer Stelle entnommenes und
an den Ort des Defekts verpflanztes Knochengewebe als sog. Goldstandard. Das Gewe-
be enthält gewebespezifische Zellen sowie Wachstumsfaktoren, die der Defektheilung
zuträglich sind. Entsprechend können Autografts als osteoinduktiv bezeichnet werden.
Die Verwendung körpereigenen Gewebes birgt weder die Gefahr der Übertragung von
Krankheitserregern noch die einer Immunabwehrreaktion, jedoch ist die Menge des für
die „Eigenspende“ zur Verfügung stehenden Gewebes begrenzt. Darüber hinaus wird
eine weitere Defektstelle geschaffen, welche ebenfalls zu Komplikationen führen kann
(Donor-seitige Morbidität). Allografts, von Spendern der gleichen Spezies stammende
Knochenstücke, enthalten ebenfalls Wachstumsfaktoren und ggf. Zellen, bergen jedoch
die Gefahr der Krankheitsübertragung und Immunreaktion. Xenografts wiederum be-
zeichnen Knochenmaterialien fremder Spezies, die nach entsprechender Prozessierung
(meist einer chemischen Entfernung aller organischer Bestandteile) als Knochenersatz-
material eingesetzt werden. Eine Sonderform der Xenografts stellt die sog. deminerali-
sierte Knochenmatrix (DBM) dar: hier erhält man durch chemische Entfernung sämtli-
cher mineralischer Bestandteile aus z. B. bovinem Knochen ein aus Kollagen, Proteinen
und diversen Wachstumsfaktoren bestehendes Material3 [57, 60].
Daneben existieren zahlreiche synthetische und teilsynthetische Knochenersatzmate-
rialien, die gegenüber den natürlichen Knochenersatzmaterialien die Vorteile der unbe-
grenzten Verfügbarkeit sowie der einfacheren Sterilisier- und Prozessierbarkeit bieten.
Jedoch erreichen synthetische Materialien nicht die z. B. für Allografts typische Osteoin-
duktivität. Zu den synthetischen Knochenersatzmaterialien zählen neben biokompa-
tiblen Polymeren wie z. B. PLA (Polymilchsäure) oder PLGA (Co-Polymer aus PLA
und Polyglykolsäure) auch resorbierbare Metalle (spezielle Magnesiumlegierungen)
sowie Keramiken (insbesondere Calciumphosphatkeramik), Glaskeramiken und Bioglä-
ser [57, 61–63]. Im Folgenden soll näher auf Calciumphosphate bzw. Calciumphosphat-
Knochenzemente, welche den Gegenstand der vorliegenden Arbeit darstellen, einge-
gangen werden.
3 DBM wird auch aus humanem Spenderknochen hergestellt und kann somit auch als eine Form der
Allografts betrachtet werden.
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2.2.1 Calciumphosphate und Calciumphosphatzemente
Calciumphosphate (CaP) eigenen sich aufgrund ihrer großen Ähnlichkeit zur minera-
lischen Phase des natürlichen Knochens hervorragend als Knochenersatzmaterialien.
Entsprechend gibt es eine große Zahl kommerzieller Knochenersatzmaterialien auf CaP-
Basis, die sich prinzipiell in gesinterte Keramiken und hydraulisch abbindende Zemente
unterteilen lassen. In Tabelle 2.1 ist eine (nicht vollständige) Übersicht einiger kommer-
zieller CaP-Knochenersatzmaterialien dargestellt.
Tab. 2.1: Beispiele kommerzieller Knochenersatzmaterialien auf Basis von Calciumphosphaten.
Sinterkeramik
Produktname Zusammensetzung Hersteller
Ostim nanokristalliner HA, vollsynthetisch Heraeus Kulzer
Cerasorb R© β-TCP, phasenrein Curasan
Alaska R© 70 % HA, 30 % β-TCP (biphasisch) Argomedical
BoneCeramic
TM
60 % HA, 40 % β-TCP Straumann
Knochenzemente
Produktname Hauptbestandteile→ Reaktionsprodukt Hersteller
Calcibon R© α-TCP, DCPA, CaCO3, CDHA→ Apatit Biomet
Mimix
TM
TTCP, α-TCP→ Apatit Biomet
αBSM R©, Biobon ACP, DCPD→ Apatit ETEX
Graftys R©HBS β-TCP, ACP, HA/β-TCP→ Apatit Graftys
BoneSource
TM
TTCP, DCPD→ Apatit Stryker
Norian R©SRS/CRS α-TCP, CaCO3, MPCM→ Apatit Synthes
Cementek R© α-TCP, TTCP→ Apatit Teknimed
Mimix R© TTCP, α-TCP→ Apatit W. Lorenz Surgical
Jectos Eurobone R© β-TCP→ Bruschit Kasios
VitaOS β-TCP, MCPM, CaSO4 → Bruschit Produit Dentaires SA
ChronOS
TM
β-TCP, MCPM, MgHPO4 → Bruschit Synthes
Quelle: Herstellerinformationen.
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Tab. 2.2: Übersicht verschiedender Calciumphosphatphasen (nach [62]).
Ca/P Abkürzung Bezeichnung Chemische Formel pH-Stabilitäts-
bereich bei 25 ◦C
0,5 MCPM Calciumdihydrogenphosphat Ca(H2PO4)2· H2O 0–2,0
monohydrat
0,5 MCPA Calciumdihydrogenphosphat Ca(H2PO4)2 -
anhydrat
1,0 DCPD Bruschit CaHPO4· 2H2O 2,0–6,0
1,0 DCPA Monetit CaHPO4 -
1,33 OCP Octacalciumphosphat Ca8(HPO4)2(PO4)4· 5 H2O 5,5–7,0
1,5 α-TCP α-Tricalciumphosphat α-Ca3(PO4)2 -
1,5 β-TCP β-Tricalciumphosphat β-Ca3(PO4)2 -
1,0–2,2 ACP amorphes CaP CaxHy(PO4)z· n H2O ~5–12
1,5–1,67 CDHA Ca-defizitärer HA Ca10−x(HPO4)x(PO4)6−x(OH)2−x 6,5–9,5
(0 < x < 1)
1,67 HA Hydroxylapatit Ca10(PO4)6(OH)2 9,5–12
2,0 TTCP Tetracalciumphosphat Ca4(PO4)2O -
Calciumorthophosphate
Calciumphosphate, bzw. Calciumorthophosphate, lassen sich anhand ihrer Stöchiome-
trie gliedern (siehe Tab. 2.2), wobei sich die einzelnen CaP-Phasen in ihren physiko-
chemischen Eigenschaften unterscheiden. So sind beispielsweise lediglich amorphes
Calciumphosphat und Hydroxylapatit (sowie Ca-defizitärer Hydroxylapatit, CDHA)
unter physiologischen Bedingungen stabil. Weiterhin unterscheiden sich die einzelnen
CaP in ihren biologischen Eigenschaften.
Calciumdihydrogenphosphat
Calciumdihydrogenphosphat (als Monohydrat oder in wasserfreier Form, MCPM und
MCPA) kommt in biologischen Systemen nicht vor. Beide Phasen reagieren sehr sauer
und besitzen unter physiologischen Bedingungen eine sehr hohe Löslichkeit [64, 65].
Calciumhydrogenphosphat: Monetit und Bruschit
Wasserfreies Calciumhydrogenphosphat (Monetit, DCPA) ist unter physiologischen Be-
dingungen gut löslich (siehe Tab. 2.3) und wurde in geringen Mengen im Frakturkallus
nachgewiesen [64, 66]. Calciumhydrogenphosphat-dihydrat (Bruschit, DCPD) besitzt
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ebenfalls eine hohe Löslichkeit und gilt als Zwischenstadium bei der Mineralisation
und Degradation von Apatiten. Geringe Mengen an Bruschit wurden im gesunden
Knochengewebe nachgewiesen [64, 67].
Octacalciumphosphat
Octacalciumphosphat (OCP) kommt biologisch lediglich in Verkalkungen der Harn-
wege sowie in Zahnstein vor. Zudem wurden Spuren von OCP im Knochenmineral
nachgewiesen. Außerdem gilt das thermodynamisch wenig stabile OCP als Zwischen-
produkt in der knöchernen Mineralisation [62].
Tricalciumphosphat
Beide Phasen des Tricalciumphosphats, α-TCP und β-TCP sind unter physiologischen
Bedingungen gut löslich (vgl. Tab. 2.3) und werden in vivo vergleichsweise schnell re-
sorbiert. Als Knochenersatzmaterial wird meist β-TCP eingesetzt. Es gilt als osteokon-
duktiv und begünstigt an seiner Oberfläche die Präzipitation von Apatitkristallen in
physiologischer Lösung (häufig als Bioaktivität bezeichnet, siehe Kap. 2.2) [64, 68].
Hydroxylapatit
Stöchiometrischer Hydroxylapatit (HA) wird als biokompatibel, bioaktiv sowie osteo-
konduktiv eingestuft. Er besitzt im physiologischen pH-Bereich eine äußerst geringe
Löslichkeit (siehe Tab. 2.3) und ist daher physiko-chemisch kaum degradierbar, kann
jedoch durch zelluläre Prozesse resorbiert werden. Allerdings zeigen HA-Oberflächen
eine hohe Bioaktivität im Sinne spontaner Apatit-Kristallbildung in Ca2+- und Phosphat-
haltiger, wässriger Umgebung. In Ca-defizitärer (CDHA) oder mit Fremdionen substi-
tuierter Form hingegen besitzt HA eine höhere Löslichkeit, was eine (langsame) Re-
sorption sowie eine Integration in das bone remodelling ermöglicht. Mit zahlreichen
Fremdionen dotierter CDHA stellt den anorganischen Anteil des natürlichen Knochens
dar [62, 68, 69].
Tetracalciumphosphat
Tetracalciumphosphat (TTCP) besitzt einen stark basischen Charakter und eine höhere
Löslichkeit als HA. TTCP wird als Komponente in manchen Knochenzementen verwen-
det, kommt jedoch in biologischen Systemen nicht vor [70].
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Zementbildung aus Calciumorthophosphaten
Als Calciumphosphat-Knochenzemente werden ein- oder mehrkomponentige Mischun-
gen pulverförmiger Orthophosphate sowie ggf. weiterer Phasen bezeichnet (Precursor-
Pulver), die durch Mischung mit einer wässrigen Komponente formbare, selbst aus-
härtende Pasten bilden. Im Kontakt mit wässrigen Medien kommt es zur Lösung der
einzelnen Precursorkomponenten (je nach Löslichkeit bei entsprechendem pH-Wert)
und anschließend zur Ausscheidung des, ebenfalls pH-Wert abhängigen, Reaktionspro-
dukts. So besitzt, wie in Abbildung 2.8 dargestellt, bei pH-Werten oberhalb 4,2 Hydro-
xylapatit, bei pH < 4,2 Bruschit die geringste Löslichkeit – je nach in der Zementpaste
herrschendem pH-Wert bindet der Zement in die eine oder andere Phase ab. Entspre-
chend werden Hydroxylapatit- und Bruschit-bildende Zemente unterschieden. Treiben-
de Kraft der Abbindereaktion ist also die unterschiedliche Löslichkeit bzw. Stabilität der
Precursorkomponenten bzw. der Reaktionsprodukte (Tab. 2.3).
Abb. 2.8: Löslichkeit verschiedener Calciumphosphatphasen in Abhängigkeit des pH-Werts sowie der
Calcium- und Phosphatkonzentration. 1: HA; 2: TTCP; 3: β-TCP; 4: α-TCP; 5: OCP; 6: DCPA; 7:
DCPD. Verändert nach: [71].
CaP-Zemente können innerhalb der Verarbeitungszeit, charakterisiert durch die initiale
Abbindezeit ti, in den Knochendefekt modelliert werden und erreichen nach der finalen
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Tab. 2.3: Löslichkeit verschiedener Zementkomponenten [64, 72–75].
α-TCP DCPA HA CaCO3 DCPD SrCO3 SrH(PO4)
(-log(Ksp)) 25,5 6,9 116,8 4,9 6,6 8,1 6,7–6,9
Abbindezeit tf eine ausreichende Festigkeit, um die Operationswunde zu schließen.
Danach kommt es im wässrigen Milieu des Organismus zur weiteren Umsetzung des
Precursors in das Endprodukt, beispielsweise Ca-defizitären Hydroxylapatit (CDHA).
Eine schematische Darstellung dieses Prozesses ist in Abbildung 2.9 gezeigt. Es wurden
bislang zahlreiche Zement-bildende Systeme beschrieben, wobei typische Mischungen
auf α-TCP, β-TCP, DCPA oder OCP basieren [76, 77].
Abb. 2.9: Schematischer Ablauf der Verarbeitung und der Aushärtung von CaP-Zementen.
Hydroxylapatit-bildende Zemente
Die Bildung von Hydroxylapatit-Zementen basiert entweder auf einer Säure-Base-Reak-
tion oder auf der Reaktion einer oder mehrerer CaP-Phasen in ein Produkt gleichen
Ca/P-Verhältnisses. In beiden Fällen ist das Reaktionsprodukt Hydroxylapatit bzw. Ca-
defizitärer, Carbonat-haltiger Hydroxylapatit geringer Kristallinität.
Die folgenden Gleichungen beschreiben beispielhaft für Reaktionen nach dem Säure-
Base-Prinzip die Hydroxylapatitbildung aus Tetracalciumphosphat (basisch) und DCPA
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(neutral, Gl. 2.1) sowie α-TCP (leicht basisch) und Calciumhydrogenphosphat (leicht
sauer, Gl. 2.2) [76–78]:
Ca4(PO4)2O + CaHPO4 −→ Ca5(PO4)3OH (2.1)
α−Ca3(PO4)2 + CaHPO4 + CaCO3 + 8H2O −→
Ca10-x-y[(HPO4)x(CO3)y](PO4)5OH + (6 + y)H+ (x + y ≤ 1) (2.2)
Apatit-bildende Reaktionen mit konstantem Ca/P-Verhältnis basieren auf der Hydro-
lyse und Repräzipitation einzelner CaP-Phasen, wie etwa ACP (Gl. 2.3) oder α-TCP
(Gl. 2.4) [76, 77].
CaxHy(PO4)z · n H2O + H2O −→ Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-xOH2-x + n H2O (2.3)
3 α−Ca3(PO4)2 + H2O −→ Ca9(PO4)5(HPO4)OH (2.4)
Bruschit-bildende Zemente
Die Bildung von Bruschit als Endprodukt der Zementierungsreaktion basiert stets auf
Reaktionen nach dem Säure-Base-Prinzip. Beispielhaft sei hier die Reaktion von β-TCP
mit MCPM genannt, bei der sich bei pH-Werten unterhalb 4,2 Bruschit bildet [76]:
β−Ca3(PO4)2 + Ca(H2PO4)2 ·H2O + 7 H2O −→ 4 CaHPO4 · 2 H2O (2.5)
2.2.2 Strontium-haltige Knochenzemente
Aufgrund seines positiven Einflusses auf die Knochenneubildung sowie seiner antire-
sorptiven Wirkung wurde Strontium bereits verschiedentlich in Knochenzemente inte-
griert. Ein Überblick über Strontium-haltige Zementsysteme ist in Tabelle 2.4 zu finden.
Zahlreiche dieser in der Literatur beschriebenen Zemente basieren auf der Verwendung
Sr-haltiger Precursorphasen, was jedoch einen besonderen Aufwand zur Herstellung
dieser Komponenten mittels Fällung oder thermischer Verfahren erfordert. Ein Beispiel
für die Übertragung eines für CaP-Zemente etablierten Systems auf einen Sr-haltigen
Zement mit Hilfe einer Sr-substituierten Ausgangsphase beschrieben Saint-Jean et al.:
So führt die Hydrolyse von Sr-substituiertem α-TCP zu (Sr-haltigem) CDHA. Die Sr-
haltige Precursorphase wurde durch Reaktion von Ca2P2O7 mit CaCO3 und SrCO3 bei
1500 ◦C hergestellt [85].
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Tab. 2.4: Auswahl in der Literatur beschriebener, Sr-haltiger Knochenzementsysteme.
Calciumphosphatzemente
Zementtyp Sr-Quelle Ausgangsphasen Reaktionsprodukt Referenz
Apatit fest TTCP, DCPA, DSPA Sr-HA [79]
Apatit fest ACP, ASP, DCPD Sr- und Ca-Apatit [80]
Apatit fest SrACP, DCPD SrHA [80, 81]
Apatit fest SrACP, DCPA SrHA (+ SrCO3) [82]
Apatit fest DCPD, CaO, SrCO3 SrHA [83]
Apatit fest Vaterit-CaCO3, DCPD, SrCO3 SrHA + SrCO3 [84]
Apatit fest Sr-α-TCP SrHA [85]
Bruschit fest Sr-β-TCP, MCPM SrDCPD [86]
Bruschit fest Sr-α-TCP, MCPM SrDCPD [87]
Bruschit fest β-TCP, MCPM, SrCl2, (CPP) SrDCPD [88]
Bruschit fest β-TCP, MCPM, SrCl2, (NaPP) SrDCPD [89]
Apatit flüssig α-TCP, SrCl2-Lösung SrHA [90]
Apatit flüssig Vaterit-CaCO3, DCPD, SrCl2-Lösung SrHA [84]
Apatit flüssig α-TCP, TTCP, Sr(NO3)2-Lösung (fl.) SrHA [91]
Polymer-basierte Zemente
Zementtyp Sr-haltige Komponente bzw. Füllstoffe Referenz
PMMA, gefüllt SrHA, Silikat [92]
PMMA, gefüllt SrHA [93]
PMMA, gefüllt Sr-Ca-Zi-Silikat-Glas [94]
DSPA: Di-Strontiumphosphat Anhydrat, ASP: amorphes Strontiumphosphat
SrACP: Sr-haltiges ACP, CPP: Ca-Pyrophosphat, NaPP: Na-Pyrophosphat
Auch Strontiumphosphat (in kristalliner oder amorpher Form) kann zur Herstel-
lung Sr-haltiger Zemente verwendet werden. So beschreiben Guo et al. eine Precur-
sormischung aus TTCP, DCPA, und SrHPO4 (DSPA) mit verdünnter Phosphorsäure
als wässrige Komponente, die je nach mit Hilfe des DCPA/DSPA-Verhältnisses ein-
gestelltem Sr/(Sr+Ca)-Verhältnis Druckfestigkeiten bis zu 66 MPa erreichen. Hierzu
wurde DSPA aus einer Lösung von Sr(NO3)2 und (NH4)HPO4 gefällt [79]. Einen inter-
essanten Ansatz beschreiben Wang et al.: Precursormischungen von amorphem Calci-
umphosphat, amorphem Strontiumphosphat (ebenfalls durch Fällung hergestellt) sowie
DCPD bilden eine Matrix aus nebeneinander vorliegendem Sr- und Ca-Apatit, während
Sr-substituiertes, amorphes Calciumphosphat (SrACP) mit DCPD zu einphasigem, Sr-
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substituiertem Apatit abbindet [80, 81]. Eine Weiterentwicklung dieses Systems beruht
auf der Mischung des SrACP mit wasserfreiem DCPA, wobei hier neben SrHA auch
SrCO3 im abgebundenen Zement vorliegt [82].
Strontiumcarbonat eignet sich ebenfalls als Sr-Quelle, wie von Romieu et al. beschrie-
ben: ein Precursor aus DCPD, Calciumoxid und SrCO3 bildet bei einem Verhältnis der
Bestandteile von 6/2,5/1,5 M einen zu SrHA abbindenden Zement, der Festigkeiten
bis zu 20 MPa erreicht [83]. Auch in Verbindung mit einem CaCO3-DCPD basierten,
Apatit-bildenden Precursor kann SrCO3 als Sr-Quelle verwendet werden [84]. Der Vor-
teil dieser Verfahren besteht in der einfachen Verfügbarkeit des SrCO3, das nicht eigens
synthetisiert werden muss.
Bruschit-bildende Zemente mit Sr-Modifikation wurden ebenfalls bereits beschrieben:
so verwenden Alkhraisat et al. Sr-substituiertes β-TCP, um in äquimolarer Mischung
mit MCPC ein zu SrDCPD abbindendes Gemisch zu erhalten [86]. Mit ca. 13 Gew.-%
ermöglicht dieses Verfahren die höchsten Sr-Gehalte im Zement und, auch aufgrund
der guten Resorbierbarkeit von Bruschit, die höchsten Sr-Freisetzungsraten. Sr-β-TCP
wurde durch Sinterung von CaHPO4 mit CaCO3 und SrCO3 in verschiedenen Verhält-
nissen hergestellt. Ein ähnliches Zementsystem, jedoch mit Sr-substituiertem α-TCP als
Precursor, wurde von Pina et al. beschrieben [87].
Ebenfalls zu SrDCPD bindet ein Precursor auf Basis von β-TCP, MCPM, Strontium-
chlorid (SrCl2) und/oder Natriumpyrophosphat (NaPP) ab, wobei nur die gleichzeitige
Modifikation mit SrCl2 und Pyrophosphat zu einer Verbesserung der mechanischen Ei-
genschaften führte [88]. Von vergleichbaren Ergebnisse berichten auch von Engstrand et
al. bei Verwendung von Calciumpyrophosphat (CPP) [89]. Ebenfalls SrCl2 verwenden
Panzavolta et al., allerdings in einem α-TCP-basierten, zu Hydroxylapatit abbindenden
Zementsystem, welches 15 % Gelatine enthält und somit ein Kompositmaterial darstellt.
Beschrieben wird eine leichte Zunahme der Abbindezeiten und, zu späteren Zeitpunk-
ten, ein Rückgang der mechanischen Festigkeit [95].
Neben der Beimischung fester, Sr-haltiger Phasen zum Zementprecursor führt eine zwei-
te mögliche Route über die Flüssigkomponente. So beschreiben Fujihara et al. einen Apa-
titzement aus phasenreinem α-TCP, der durch Anmischen mit SrCl2-haltiger Lösung zu
SrHA abbindet, der eine gegenüber reinem HA-Zement erhöhte Löslichkeit besaß [90].
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Ebenso wurde eine SrCl2-haltige Abbindelösung in der bereits erwähnten Studie von
Tadier et al. verwendet, jedoch in einem auf CaCO3-DCPD basierenden Precursor [84].
Auch Strontiumnitrat wurde bereits zur Herstellung apatitischer Sr-Zemente genutzt:
Leroux et al. konnten durch Verwendung einer Sr(NO3)2-haltigen Abbindelösung Sr-
substituierte HA-Zemente mit bis zu 4,3 Gew.-% Sr-Gehalt herstellen [91].
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3 Materialien und Methoden
3.1 Calciumphosphat-Knochenzement
3.1.1 Ausgangsmaterial (CPC)
Als Ausgangsmaterial für die in dieser Arbeit durchgeführten Materialmodifikationen
diente ein von der Firma InnoTERE GmbH (Radebeul) zur Verfügung gestellter Pulver-
Flüssigkeitszement (im Folgenden bezeichnet als CPC) auf Basis von α-Tricalciumphos-
phat (α-TCP). Das Precursor-Pulver bestand zu 58 Gew.-% aus α-TCP, 24 Gew.-% Cal-
ciumhydrogenphosphat (Anhydrat, DCPA) sowie jeweils 8,5 Gew.-% Hydroxylapatit
(HA) und Calciumcarbonat (CaCO3). Durch Mischen dieses Precursor-Pulvers mit einer
4 %-igen Na2HPO4-Lösung (Sigma-Aldrich) erhielt man eine Zementpaste, die inner-
halb einer bestimmten Zeit abbindet (sog. Abbindezeit). Entscheidender Parameter war
hierbei die pro g Zementpulver eingesetzte Flüssigkeitsmenge (liquid to powder ratio,
l/p-Verhältnis), durch die sich die Viskosität der Zementpaste sowie deren Abbinde-
verhalten variieren lassen. Für den in dieser Arbeit verwendeten CPC ließen sich l/p-
Verhältnisse im Bereich 350–500 µl/g verwenden. Nach dem Aushärten des Zements
erfolgte aufgrund der stöchiometrischen Zusammensetzung in wässriger Umgebung
eine Umsetzung zu Calcium-defizitärem Hydroxylapatit (CDHA) als Endprodukt der
Abbindereaktion.
3.1.2 Strontium-Modifikationen des CaP-Zements
Zur Modifikation des Ausgangszements mit Sr2+-Ionen wurden drei unterschiedliche
Ansätze verfolgt: einerseits wurde dem Precursor-Pulver mit Hilfe einer automatischen
Mühle (Gastroback) bis zu 10 Gew.-% Strontiumcarbonat (SrCO3, Alfa Aesar) beige-
mischt (A-Typ). Um den dabei entstehenden Überschuss an CaCO3 zu kompensieren
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und ggf. die Bildung einer Sr-haltigen Phase zu begünstigen, wurde in B-Typ modi-
fizierten Proben ein entsprechend erhöhter Anteil von DCPA verwendet. Schließlich
wurde das im Zement enthaltene CaCO3 teilweise oder vollständig durch SrCO3 er-
setzt (S-Typ), um unter Beibehaltung des (Sr+Ca)/P-Verhältnisses eine Substitution von
Ca2+- durch Sr2+-Ionen zu erreichen1. In Tabelle 3.1 sind die Zusammensetzungen der
verschiedenen Zementvarianten angegeben. Wie auch im Fall des CPC wurde 4 %-ige
Na2HPO4-Lösung zur Herstellung der Zementpaste verwendet und das l/p-Verhältnis
zwischen 350 und 500 µl/g variiert.
Tab. 3.1: Zusammensetzung der verschiedenen Zementmischungen.
Bez. Zusammensetzung [ Gew.-%] Sr-Gehalt Ca/P (Ca+Sr)/P Sr/(Sr+Ca)
α-TCP DCPA CaCO3 HA SrCO3 At.-% Gew.-%
CPC 60,0 26,0 10 4,0 – – – 1,514 1,514 0
A5 57,1 24,8 9,5 3,8 4,8 0,72 2,83 1,514 1,570 0,036
A10 54,5 23,6 9,1 3,6 9,1 1,39 5,40 1,514 1,626 0,069
B5 48,1 34,7 8,0 3,2 5,9 0,88 3,52 1,424 1,514 0,046
B10 42,6 37,0 7,1 2,9 10,5 1,57 6,23 1,390 1,514 0,083
S50 58,6 25,4 4,9 3,9 7,2 1,10 4,28 1,431 1,514 0,055
S100 57,3 24,8 – 3,8 14,1 2,21 8,36 1,348 1,514 0,110
3.1.3 Charakterisierung der Zementpasten
Die Verarbeitungseigenschaften einer Zementpaste lassen sich mit Hilfe des in ASTM
C266-99 „Standard Test Method for Time of Setting of Hydraulic- Cement Paste by Gill-
more Needles“ (1. November 1999) definierten Verfahrens anhand ihrer Abbindezeit
(setting time) beschreiben. Der sog. Gillmore-Apparat besteht aus 2 Nadeln unterschiedli-
chen Durchmessers und Gewichts (Gewicht 1: m1 = 113,4 g und d1= 2,13 mm; Gewicht 2:
m2 = 453,6 g und d2 = 1,06 mm; siehe Abb. 3.1). Durch Auflegen der Nadeln auf eine Pro-
1 Die S-Typ Precursor-Pulver wurden gemäß der in Tabelle 3.1 angegebenen Zusammensetzungen von
der Firma InnoTERE gemischt und vermahlen.
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be des frisch präparierten Zements lassen sich somit zwei unterschiedliche, definierte
Belastungszustände realisieren. Hierbei werden jeweils zwei Zeitpunkte als charakte-
ristisch definiert: der Zeitraum, in dem die Zementpaste soweit ausgehärtet ist, dass
das kleinere Gewicht des Gillmore-Prüfgeräts keinen sichtbaren Eindruck mehr in einer
frisch präparierten Zementprobe hinterlässt, wird als initiale Abbindezeit (initial setting
time, ti) definiert. Entsprechend wird mit Hilfe der zweiten Nadel die finale Abbinde-
zeit (final setting time, t f ) definiert. Es wurden jeweils 6 Wiederholungsmessungen pro
Zementvariante und l/p-Verhältnis durchgeführt.
Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Gillmore-Apparats, bestehend aus 2 Nadeln unterschiedlichen
Durchmessers und Gewichts in entsprechender Halterung.
3.1.4 Probenherstellung
Für die Festigkeitsprüfung wurden quaderförmige (ca. 12× 6× 6 mm), für alle ande-
ren Charakterisierungen Plättchen-förmige Zementproben (d = 1 mm, ∅ = 10 mm)
hergestellt. Dazu wurde die mittels Spatel frisch angerührte Zementpaste möglichst
ohne Luftblasen in entsprechende Silikonformen gestrichen und abgedeckt, um ein
Austrocknen zu verhindern. Nach 24 h wurden die Proben entnommen und an Luft ge-
trocknet. Zum weiteren Aushärten wurden die Proben in einem geschlossenen Behälter
mit Wasserreservoir bei 37 ◦C ausgelagert2.
2 In früheren Arbeiten wurde die Auslagerung des CPC in Wasser, PBS oder physiologischer Pufferlö-
sung durchgeführt [96, 97]. Da in der vorliegenden Arbeit jedoch die Wirkung der aus dem Zement
freigesetzten Ionen untersucht werden soll, wurde die Auslagerung in feuchter Atmosphäre durchge-
führt, um ein vorzeitiges Auswaschen dieser Ionen zu verhindern.)
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3.2 Materialcharakterisierung
3.2.1 Röntgendiffraktometrie (XRD)
Zur Analyse der Phasenzusammensetzung während des Abbindens der Zemente wur-
den unterschiedlich lang ausgelagerte Proben mittels Achatmörser zerkleinert und rönt-
gendiffraktometrisch untersucht. Die Messungen wurden mit einem Bruker D8 Discover
Diffraktometer mit Vantec 2000 Detektor durchgeführt (Dr. Ruhnow, Institut für Werk-
stoffwissenschaft, TU Dresden). Dabei wurde Kupfer-Kα-Strahlung mit einer Wellenlän-
ge von λ = 1, 542 Å verwendet. Die Rietveld-Analyse zur quantitativen Bestimmung
der Phasengehalte wurde freundlicherweise von Dr. Rosseeva (Max-Planck-Institut für
Chemische Physik fester Stoffe, Dresden) durchgeführt.
3.2.2 Infrarotspektroskopie (FTIR)
Weiterhin wurde die Phasenzusammensetzung mittels Fourier-transformierter Infra-
rotspektroskopie (FTIR) untersucht. Mittels Achatmörser zerkleinerte Zementproben
wurden mit KBr (Sigma) vermischt, pelletiert und mittels IR-Transmission im Bereich
4000-450 cm−1 mit einer Auflösung von 4 cm−1 untersucht (Spectrum 2000, Perkin El-
mer).
3.2.3 Rasterelektronenmikroskopie und Elementanalyse (EDX)
Zur Untersuchung ausgehärteter Zementproben mittels Rasterelektronenmikroskopie
(REM) wurden diese zunächst mit Hilfe leitfähiger Kohlenstoffpads auf REM-Träger
aufgeklebt, mit Leitsilber abgeleitet und anschließend mit Kohlenstoff bedampft (Leica
EM SCD005, Leica Microsystems). Die Proben wurden im Rasterelektronenmikroskop
(Phillips ESEM XL30, ausgestattet mit einem EDAX-System zur Energie-dispersiven
Röntgenanalyse, EDX) bei einer Beschleunigungsspannung von max. 6 kV im REM-
Modus (Hochvakuum) betrachtet.
3.2.4 Massenspektrometrie (ToF-SIMS)
Die Flugzeit-Sekundärionenmassenspektrometrie (engl. time of flight secondary ion mass
spectrometry, ToF-SIMS) ist eine aus der chemisch-physikalischen Analytik stammen-
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Abb. 3.2: Funktionsprinzip der Flugzeit-Sekundärionenspektrometrie (ToF-SIMS). Nach: http://www2.
fkf.mpg.de/ga/machines/sims/How_does_TOF_SIMS_work.html am 05.03.2014.
de Technik, welche erst in den letzten Jahren in der Lebenswissenschaft zum Einsatz
kommt. Während der Untersuchung wird die zu analysierende Probenoberfläche mit ei-
nem gepulsten Primär-Ionenstrahl (hier: Bismut, Bi+ mit 25 keV) beschossen, wobei sog.
Sekundärteilchen, also geladene Ionen oder neutrale Atome oder Molekülfragmente
freigesetzt werden (Abb. 3.2). Positiv und negativ geladene Ionen werden anschließend
mittels eines Flugzeit-Massenspektrometers identifiziert. Mit Hilfe einer weiteren Sput-
terquelle für Sauerstoff (O+2 mit 1–2 keV) ist es darüber hinaus möglich, die Oberfläche
der Zementproben schichtweise abzutragen und so auch Tiefenprofile der Proben sowie
3D-Rekonstruktionen der chemischen Zusammensetzung zu erstellen. Die ToF-SIMS-
Messungen wurden mit Hilfe eines TOF-SIMS 5-100 (IONOTOF) durchgeführt und mit
spezieller Software (Surface Lab 6.3) ausgewertet (AG Prof. Janek, Institut für Physikali-
sche Chemie, Justus-Liebig Universität Gießen).
3.2.5 Dichte, Porosität und Rauheit
Die Dichte und die daraus zu errechnende Porosität der verschiedenen Zementvarianten
wurde mit Hilfe eines Heliumpyknometers (Ultrapyk 1200e, Quantachrome) bestimmt.
Die Pyknometer-Dichte (ρpyk) entspricht dabei der Masse der trockenen Zementprobe,
bezogen auf das im Pyknometer verdrängte Gasvolumen. Die offene Porosität der je-
weiligen Probe errechnet sich mit Hilfe der geometrischen Dichte (ρgeo, Masse der Probe
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bezogen auf ihr aus den äußeren Abmessungen bestimmtes Volumen) anhand Formel
3.1:







Die Rauheit der frisch hergestellten, 4 Tage in feuchter Atmosphäre ausgehärteten sowie
7 Tage in Zellkulturmedium ausgelagerten Proben wurde mittels Weißlicht-Interferome-
trie (FR Micro Prof, CHR 15 N) gemessen und mit Hilfe entsprechender Software (FRT
Mark III V3.9.10, Fries Research & Technology) am Institut für Komplexe Materialien
(AG Prof. Eckert, Leibniz-Institut für Festkörper- und Werkstoffforschung Dresden) hin-
sichtlich der mittleren sowie quadratischen Rauheit (Ra bzw. Rq) ausgewertet.
3.2.6 Mechanische Charakterisierung
Zur Bestimmung der mechanischen Eigenschaften der Zementvarianten wurden so-
wohl deren Druckfestigkeit als auch die Zugfestigkeit anhand des ball on three balls-Test
bestimmt.
Druckfestigkeit
Die für die Druckfestigkeitsprüfung vorgesehenen, quaderförmigen Zementproben wur-
den nach der Herstellung für bis zu 14 Tage in feuchter Atmosphäre ausgelagert und
vor der Prüfung an Luft getrocknet. Die Prüfung erfolgte mit Hilfe einer Kraftprüfma-
schine (Modell 5566, Instron), ausgestattet mit einer 10 kN Kraftmessdose und einer
Prüfgeschwindigkeit von 1 mm/min. Aus der gemessenen Maximalkraft (Fmax, D) wur-
de anhand der Querschnittsfläche (A) der jeweiligen Probe die Druckfestigkeit laut Glei-







Zur Ermittlung der biaxialen Zugfestigkeit der Zementvarianten wurde der sog. Ball
on three Balls-Test verwendet [98, 99]. Hierbei wurden plättchenförmige Zementproben
für bis zu 14 Tage in feuchter Atmosphäre ausgelagert und im getrockneten Zustand
getestet, indem die Proben von 3 Kugeln gestützt mittels einer 4. Kugel bis zum Bruch
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Abb. 3.3: Versuchsaufbau beim Ball on three Balls-Test: gelagert auf 3 gleich großen Kugeln wird eine
Plättchen-förmige Probe senkrecht mit einer vierten Kugel gleichen Durchmessers bis zum
Bruch belastet.
belastet wurden (siehe Abb. 3.3). Die Messungen wurden mit einer Zwick Z010 Uni-
versalprüfmaschine, ausgestattet mit einer 5 kN Kraftmessdose und einer Vorschubge-
schwindigkeit von 0,5 mm/min durchgeführt. Es wurden jeweils n = 6 Proben pro
Zustand getestet und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Anhand der maximal ge-
messenen Kraft (Fmax, B3B) sowie der Probendicke (d) wurde anhand Gleichung 3.3 die
maximale Zugfestigkeit der jeweiligen Probe berechnet.




Dabei bezeichnet f einen Formfaktor, der anhand des Probenradius R, des Radius der
Mittelpunkte der unterstützenden Kugeln Ra sowie der Poissonzahl νCPC anhand Glei-
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Die Freisetzung von Sr2+- sowie die Konzentration von Ca2+- und Phosphat-Ionen wur-
den während der Auslagerung von Sr-modifizierten Zementen in NaCl/TRIS-Puffer
sowie in Zellkulturmedium gemessen. Dazu wurden für 4 Tage in gesättigter Atmo-
sphäre ausgehärtete Zementplättchen (10 mm Durchmesser) für bis zu 21 Tage im ent-
sprechenden Medium (1 ml/Probe) inkubiert. Nach 3, 5, 7, 14 und 21 Tagen wurden
die Überstände gesammelt und bis zur Analyse bei - 21 ◦C gelagert. Die Proben wur-
den anschließend mit 13,5 ml MilliQ-Wasser sowie 0,5 ml Salpetersäure (HNO3, Roth)
verdünnt, durch 0,45 µm Spritzenfilter (TPP) filtriert und die Ionenkonzentrationen
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mittels ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry, IRIS Intrepid II XUV, Ther-
mo Fisher Scientific) bestimmt (AG Prof. Eckert, Leibniz-Institut für Festkörper- und
Werkstoffforschung Dresden).
3.2.8 Röntgendichte
Die Röntgendichte des CPC bzw. der modifizierten Zemente wurde anhand eines auf
ISO EN 6876:2001 basierenden Tests ermittelt: zunächst wurden von plättchenförmi-
gen Zementen mit 10 mm Durchmesser und 1 mm Höhe Röntgenaufnahmen angefer-
tigt (AMX 4, General Electrics, Arbeitsabstand 300 mm und 65 kV, 0,5 mAs), wobei ein
Treppen-förmiger Aluminium-Standard mit 0,5 mm Stufendicke (siehe Abb. 3.4) mitge-
führt wurde (Dr. Spekl, Experimentelles Zentrum der TU Dresden). Anschließend wur-
den die Grauwerte der einzelnen Zemente in der Röntgenaufnahme bestimmt (Software:
ImageJ 1.44p) und anhand des Aluminium-Standards in äquivalente mm-Al-Werte um-
gerechnet.
Abb. 3.4: Aluminium-Standard mit 0,5 mm-Stufen zur Ermittlung der Röntgendichte.
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3.3 Verwendete Zellen und Zellkulturbedingungen
Zur Untersuchung des Einflusses der modifizierten CaP-Knochenzemente auf die Osteo-
genese kamen primäre humane mesenchymale Stammzellen (hMSC), zur Charakteri-
sierung der Osteoklastogenese primäre humane Monozyten zum Einsatz.
3.3.1 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)
Die verwendeten hMSC wurden aus dem Knochenmark dreier gesunder Spender (in-
terne Spender-Bezeichnung 40, 41 und 315) isoliert und freundlicherweise von Prof.
Bornhäuser (Medizinische Klinik I, Universitätsklinikum Carl Gustav Carus, Dresden)
zur Verfügung gestellt. Für alle Versuche wurden Zellen der 4. oder 5. Passage verwen-
det.
Als Standard-Zellkulturmedium wurde αMEM mit 9 % fötalem Kälberserum (FCS,
Charge 194x), 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
(alle Reagenzien bezogen von Biochrom) verwendet. Zur Stimulation der osteogenen
Differenzierung wurden dem Medium außerdem 10−8 M Dexamethason (DEX), 5 mM
β-Glycerophosphat (β-GP) sowie 0,05 mM Ascorbinsäure-2-phosphat (jeweils Sigma-
Aldrich) als osteogene Supplemente zugegeben (Differenzierungsmedium, OS+).
Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 ◦C im CO2-Inkubator (5 % CO2). hMSC
wurden in Medium ohne osteogene Supplemente (OS−) in T175 Zellkulturflaschen
(Sarstedt) bis ca. 80 % Konfluenz expandiert. Nach Entfernung des Zellkulturmediums
wurden die adhärent wachsenden Zellen zunächst mit PBS gewaschen und mit Hilfe
von Trypsin/EDTA (Biochrom) vom Flaschenboden gelöst. Durch Zugabe des serum-
haltigen Mediums wurde die Aktivität des Trypsins gestoppt. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurde ein Scepter
TM
2.0 Cell Counter (Millipore) verwendet. Die Zellen wur-
den anschließend für 5 min bei 1.500 rpm pelletiert (Multifuge 4 KS-R, Haereus) und in
frischem Medium resuspendiert.
3.3.2 Primäre humane Monozyten
Monozyten sind keine proliferierenden Zellen, daher wurden primäre humane Mono-
zyten aus Leukozytenkonzentraten, sog. buffy coats (DRK-Blutspendedienst Ost, Dres-
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den) isoliert. Zunächst wurden die buffy coats im Verhältnis 1:2 mit PBS/2 mM EDTA
verdünnt. Anschließend konnten Erythrozyten und Granulozyten mittels Dichtezentri-
fugation (10 min, 1.000 g) über Ficoll-Paque
TM
PLUS Separationsmedium in Leucosep
TM
-
Zentrifugenröhrchen (Greiner Bio-One) entfernt werden. Die so erhaltene Fraktion peri-
pherer mononukleärer Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wurde anschlie-
ßend durch zweimalige Aufnahme in eiskaltem PBS-Puffer und erneute Zentrifugation
(250 g, 15 min bei 4 ◦C) gewaschen.
Anschließend wurden die Monozyten mit CD14 microbeads (Miltenyi Biotec GmbH)
markiert und mit Hilfe des Magnetic Cell Separation Systems (MACS R© separation co-
lumns LS und QuadroMACS
TM
separation unit, Miltenyi Biotec GmbH) entsprechend
der Herstellerangaben isoliert. Die so gereinigte Zellfraktion wurde für die unter Kapi-
tel 3.4.1 beschriebenen Versuche mit unterschiedlichen Sr2+-Konzentrationen verwen-
det.
Für in vitro-Untersuchungen im direkten Materialkontakt wurde auf die Isolierung
CD14-positiver Zellen verzichtet und die Zellen stattdessen zwischen den beschrie-
benen Waschschritten in eiskaltem PBS für 30 s in 2 ml deionisiertem Wasser aufge-
nommen. Auf diese Weise wurden in der PBMC-Fraktion verbliebene Erythrozyten
entfernt [100]. Anschließend wurde die so erhaltene Zellfraktion verwendet. Bei dem
am ersten Tag nach der Besiedelung stattfindenden Mediumswechsel wurden alle nicht-
adhärierten Zellen (z. B. T-Lymphozyten und B-Zellen) vom Material entfernt.
Die Monozyten wurden zunächst in αMEM mit 9 % FCS (Charge 194x), 100 U/ml
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin sowie 25 ng/ml M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor, antibodies-online Inc.) kultiviert und ab dem 3. Tag
mit 50 ng/ml RANKL (Receptor activator of nuclear factor κ-B ligand, antibodies-online
Inc.) zur Differenzierung in Osteoklasten stimuliert (OC+-Medium). Die Kultivierung
der Zellen erfolgte wiederum bei 37 ◦C im CO2-Inkubator (5 % CO2).
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3.4 Versuchsbedingungen
Um den Einfluss von CPC sowie dessen Strontium-Modifikationen auf Proliferation
und osteogene Differenzierung von hMSC sowie die Osteoklastogenese aus Monozyten
zu untersuchen wurde ein dreistufiger Versuchsablauf gewählt (vgl. Abb. 3.5):
• Zunächst wurde der Einfluss unterschiedlicher SrCl2-Konzentrationen auf Osteogenese
und Osteoklastogenese untersucht, um unabhängig von weiteren Einflussfaktoren
die Wirkung von Sr2+-Ionen auf hMSC und Monozyten/Osteoklasten zu analy-
sieren.
• Weiterhin wurde mit Hilfe eines indirekten Versuchsaufbaus die zelluläre Reakti-
on auf von den Zementen verursachte Veränderungen des Zellkulturmediums
(Ionenkonzentrationen, pH-Veränderung etc.) bestimmt3.
• Schließlich wurden Zellen in direktem Materialkontakt auf Zementplättchen kulti-
viert, um sämtliche Einflüsse der (modifizierten) Zemente, wie Ionenfreisetzung
und -bindung, pH-Variation, Oberflächenrauheit etc. zeitgleich zu studieren.
Abb. 3.5: 3-stufiger Aufbau der Zellkulturversuche: Zugabe von SrCl2 zum Zellkulturmedium (A), in-
direkte Kultur (B) und direkte Kultivierung von hMSC bzw. Monozyten/Osteoklasten auf
Zementplättchen (C).
3.4.1 Einfluss von Sr2+ auf Osteogenese und Osteoklastogenese
HMSC bzw. humane Monozyten wurden in OS+ und OS− bzw. in OC+-Medium auf
Polystyrol kultiviert. Es wurden jeweils 2 · 104 hMSC bzw. 4 · 105 Monozyten in 48 well-
Platten (Nunc) ausgesät und über 7, 14 und 21 Tage bzw. 6, 9 und 16 Tage unter Zugabe
von bis zu 10 mM SrCl2 kultiviert. SrCl2 (Sigma-Aldrich) wurde dazu in einer Konzen-
tration von 100 mM in α-MEM gelöst, steril filtriert (0,22 µm Spritzenfilter, TPP) und
daraus Verdünnungen von 0,001; 0,01; 0,1; 0,5, 1 und 10 mM hergestellt.
3 Indirekte Versuche wurden nur bzgl. der Osteogenese durchgeführt.
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3.4.2 Indirekte Zellkultur
Im Fall der indirekten Zellkultur wurden Zellen (hMSC: 2 · 104/well) in 48 well-Platten
ausgesät und 24 h inkubiert (350 µl OS−-Medium pro well). Zeitgleich wurden CPC
und Strontium-modifizierte Zementplättchen (d = 1 mm, ∅ = 10 mm) in OS+ und OS−
bzw. in OC+-Medium eingelegt (350 µl/well). Beginnend mit Tag 1 wurde alle 3–4 Tage
das auf den Zementen konditionierte Medium auf die auf Polystyrol kultivierten Zellen
übertragen und durch frisches Medium ersetzt. Die Kultur erfolgte über 7, 14 und 21
Tage.
3.4.3 Direkte Zellkultur
Vor der Besiedelung mit Zellen wurden die Zementplättchen (d = 1 mm, ∅ = 10 mm)
für 3 Tage in je 350 µl αMEM (mit FCS und Antibiotika) äquilibriert, um den von den
Zementen initial verursachten Abfall des pH-Wertes auszugleichen und so die Besiede-
lungseffizienz zu erhöhen.
Es wurden 2 · 104 (hMSC) bzw. 4 · 105 (Monozyten) Zellen pro Zementplättchen
(d = 10 mm, 48 well-Platte) verwendet und mit 350 µl/well Medium (OS+, OS−bzw.
OC+-Medium) über 7, 14 und 21 Tage kultiviert. Im Fall der für die Isolierung von RNA
zur Genexpressionsanalyse vorgesehenen Proben wurden 4 · 104 hMSC pro Plättchen
verwendet, um die RNA-Ausbeute zu erhöhen.
3.5 Biologische Analysenmethoden
3.5.1 Biochemische und molekularbiologische Analysen der Osteogenese
Zur Bestimmung der Proliferation und osteogenen Differenzierung von hMSC wur-
den verschiedene biochemische Methoden verwendet: die Proliferation und Adhäsion
(nur an Tag 1) wurden anhand der Zellzahl zu verschiedenen Zeitpunkten durch Be-
stimmung der Aktivität der intrazellulären Lactatdehydrogenase (LDH) und des DNA-
Gehalts im Zelllysat bestimmt. Im Fall der direkten Kultivierung von hMSC auf Ze-
menten, die eine hohe Bindungskapazität für DNA besitzen, wurde lediglich die LDH-
Aktivität herangezogen. Die osteogene Differenzierung wurde anhand der spezifischen
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Tab. 3.2: Reagenzien für die biochemische Analyse.
Reagenz Hersteller








Nonident P40 (NP40) Fluka
para-Nitrophenol (pNP) Sigma-Aldrich









Aktivität der Alkalischen Phosphatase (ALP), eines für die osteogene Differenzierung
charakteristischen Enzyms, bestimmt. Darüber hinaus wurde die Expression zweier
charakteristischer Marker der osteoblastären Differenzierung, ALP und bone sialoprotein
(BSP), mit Hilfe einer Genexpressionsanalyse (quantitative PCR) analysiert. Die dabei
verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.
Zelllyse
Die Aktivität der untersuchten Enzyme bzw. der Gehalt an DNA wurden im Zelllysat
bestimmt. Dazu wurden die Zellen bzw. zellbesiedelten Zementplättchen am jeweiligen
Analysentag zunächst bei -80 ◦C eingefroren. Zur weiteren Analyse wurden die Proben
nach dem Auftauen mit Lysepuffer (siehe Tab. 3.3, 300 µl/Probe) versetzt und 40 min
auf Eis und anschließend nochmals 10 min im gekühlten Ultraschallbad inkubiert.
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Tab. 3.3: Lösungen und Puffer für die biochemische Analyse.
Lösung/Puffer Zusammensetzung
Lysepuffer 1 % Triton X-100 in PBS
PicoGreen Färbelösung Quant-iT
TM
PicoGreen R© dsDNA Reagent, 1:800 in
10 mM TRIS HCl
1 mM EDTA
ALP-Substratlösung 1 mg/ml p-NPP in 100 mM Diethanolamin, pH 9.8
1% Triton X-100
1 mM MgCl2




1 % Ethylenglykol Monomethylether
TRAP-Stopplösung 0,1 M NaOH
0,05 % NP40




Die Bestimmung der Zellzahl anhand des DNA-Gehalts (nur im Fall der hMSC, vgl.
Kap. 4.3) erfolgte mit Hilfe der PicoGreen-Methode. Dazu wurden 10 µl Lysat mit 190 µl
PicoGreen-Färbelösung (Tab. 3.3) 5 min bei Raumtemperatur in einer schwarzen 96 well-
Platte (Nunc) inkubiert und anschließend die Fluoreszenz bei λ = 535 nm (bei Anregung
mit λ = 485 nm) gemessen (infinite M200 PRO, Tecan). Anhand einer am Tag des jewei-
ligen Versuchsstarts vorbereiteten und nach 24 h eingefrorenen Kalibrierreihe mit 0,5; 1;
2; 4; 8 und 16 · 104 Zellen, die während der Messung mitgeführt wurden, konnte eine
Kalibriergerade konstruiert und so anhand des DNA-Gehalts auf die Zellzahl rückge-
schlossen werden.
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Bestimmung der Aktivität der Lactatdehydrogenase (LDH)
Bei der LDH handelt es sich um ein intrazelluläres Enzym, dessen Aktivität unter der
Annahme, dass diese über den Zellzyklus hinweg weitgehend stabil bleibt, als Messgrö-
ße zur Abschätzung der Zellzahl herangezogen werden kann. Eine quantitative Bestim-
mung der Enzymaktivität ist mit Hilfe des CytoTox 96 R© Assay Kits möglich [101]. Durch
LDH wird Lactat zu Pyruvat umgesetzt, wobei zugleich NAD+ zu NADH reduziert
wird, das wiederum die Umsetzung von Iodonitrotetrazoliumchlorid in rotes Forma-
zan durch das Enzym Diaphorase ermöglicht. Die von der Enzymaktivität abhängige
Farbänderung ist somit proportional zur Zellzahl und kann anhand der Adsorption bei
490 nm photospektrometrisch quantifiziert werden.
Zur Bestimmung der LDH-Aktivität wurden 50 µl Lysat (bei höheren Zellzahlen mit
Lysepuffer verdünnt) für 30 min bei Raumtemperatur mit 50 µl LDH-Substratlösung
im Dunkeln inkubiert, die enzymatische Reaktion anschließend mit 50 µl LDH-Stopp-
lösung gestoppt und die Absorption bei λ = 490 nm bestimmt (infinite M200 PRO,
Tecan). Anhand einer aus Lysaten definierter Zellzahlen bestehenden Kalibriergeraden
(vgl. Bestimmung des DNA-Gehalts) wurde aus der Absorption auf die Zellzahl rück-
geschlossen.
Bestimmung der Aktivität der Alkalischen Phosphatase (ALP)
Die ALP wird von Osteoblasten als eines der Schlüsselenzyme der Mineralisierung der
Knochenmatrix exprimiert und wird als früher Marker der osteogenen Differenzierung
angesehen [102]. Die Aktivität der ALP lässt sich anhand der pNPP-Methode quantitativ
bestimmen: ALP setzt para-Nitrophenylphosphat (pNPP) in para-Nitrophenol (pNP)
um, welches durch Zugabe von NaOH zu para-Nitrophenolat reagiert, dessen intensive
Gelbfärbung photospektrometrisch quantifiziert werden kann.
Es wurden jeweils 20 µl des Lysats mit 100 µl ALP-Substratlösung (Tab. 3.3) für 30 min
bei 37 ◦C inkubiert und die Reaktion mit 80 µl 1 M NaOH gestoppt. Anschließend wurde
die Absorption bei λ = 405 nm bestimmt (infinite M200 PRO, Tecan), mit Hilfe einer pNP
Kalibriergerade die Menge an umgesetztem pNPP berechnet und durch Korrelation
mit der Zellzahl (ermittelt anhand der LDH-Aktivität) die spezifische ALP-Aktivität
berechnet.
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RNA-Isolation
Die Gesamt-RNA der auf den Zementen für 7, 14 und 21 Tage kultivierten Zellen wurde
unter Verwendung des RNeasy Mini-Kits (Quiagen) entsprechend der Herstellerangaben
isoliert. Die Lyse der Zellproben erfolgte in 300 µl des im Kit enthaltenen Lysepuffers
pro Probe innerhalb von 5 min. Die gesammelten Lysate wurden mit je 300 µl 70 %-igem
Ethanol gemischt, die enthaltene RNA mit Hilfe von RNeasy mini colums gereinigt und
mit 50 µl RNase-freiem Wasser (Roth) eluiert. Die RNA-Konzentration im Eluat wurde
mittels UV-Spektrometrie (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) bestimmt.
Reverse Transkription und quantitative real-time PCR
Die Genexpression ausgewählter osteogener Marker (ALP, BSPII) wurde mittels real-time
PCR auf mRNA-Ebene quantifiziert. Als endogenes Referenzgen diente die Glyceralde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).
Zunächst wurde die RNA unter Verwendung der Superscript R© II Reverse Transcriptase
(Invitrogen) in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte in einem 20 µl-Ansatz, der neben
40 ng Gesamt-RNA, den entsprechenden Reaktionspuffer (First strand buffer), 12,5 ng/µl
random hexamers (MWG Biotech), 0,5 mM dNTPs (Invitrogen), 5 mM MgCl2, 10 mM DTT
und 40 U RNase Inhibitor RNase OUT (Invitrogen) enthielt. Zuerst wurde die RNA mit
den random hexamers und dNTPs für 5 min bei 65 ◦C inkubiert, anschließend mit den
restlichen Bestandteilen gemischt und der Ansatz nach Zugabe von 200 U Superscript II
für 50 min bei 42 ◦C und 15 min bei 70 ◦C im Thermocycler inkubiert.
2 µl des cDNA-Ansatzes wurden anschließend als Templat für die auf der TaqMan
TM
-
Technologie (Applied Biosystems) basierenden real-time-PCR eingesetzt. Neben der je-
weiligen cDNA enthielt der Reaktionsmix die genspezifischen TaqMan R© Gene Expression
Assays (siehe Tab. 3.4) mit entsprechenden Primern und FAM-markierten Sonden (Life
Technologies) sowie den TaqMan R© Fast Universal PCR MasterMix (Life Technologies).
Die real-time-PCR erfolgte mit Hilfe des 7500 Real Time PCR Fast Systems (Applied
Biosystems, Life Technologies) mit einem initialen Zyklus von 20 s bei 95 ◦C und an-
schließend 40 Zyklen mit jeweils 3 s bei 95 ◦C und 30 s bei 60 ◦C.
Die relative Quantifizierung der Genexpression osteogener Marker (ALP, BSPII) er-
folgte für jede Probe anhand der ermittelten Ct-Werte (cycle threshold) durch Normierung
auf das endogene Referenzgen GAPDH (∆Ct, siehe Gl. 3.5). Die ∆∆Ct-Methode (2−∆∆Ct,
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Tab. 3.4: Übersicht der verwendeten TaqMan
TM
-Assays.
Gen Assay ID Referenzsequenz Location Länge d. Amplicons
ALP Hs01029144_m1 NM_000478.4 1056 79
BSPII Hs00173720_m1 NM_004967.3 283 95
GAPDH Hs99999905_m1 NM_002046.4 229 122
siehe Gl. 3.6 und 3.7) wurde angewendet, um die relative Änderung der Expression
gegenüber der CPC-Probe an Tag 1 zu berechnen:
CtZielgen −CtReferenzgen (GAPDH) = ∆CtProbe (3.5)
∆CtProbe − ∆ CtReferenz (CPC) = ∆∆CtProbe (3.6)
2−∆∆CtProbe = n-fache Expression (3.7)
Die quantitative real-time PCR wurde freundlicherweise von Sophie Brüggemeier durch-
geführt.
3.5.2 Biochemische Analysen der Osteoklastogenese
Eine Bestimmung der Zellzahl anhand des DNA-Gehalts ist im Fall der Monozyten
bzw. Osteoklasten nicht möglich, da während der Osteoklastogenese mononukleäre
Monozyten zu multinukleären Osteoklasten fusionieren und der DNA-Gehalt somit
nicht mehr mit der Zellzahl korreliert. Dennoch wurde der DNA-Gehalt in Lysaten aus
Osteoklastenkulturen bestimmt, da 1.) ein Abfall des DNA-Gehalts auf ein Absterben
von Zellen hindeutet, und 2.) ein Anstieg als Hinweis auf das Vorhandensein ande-
rer, proliferationsfähiger Zellen schließen lässt (Lyse und DNA-Quantifizierung vgl.
Kap. 3.5.1). Die Osteoklastogenese wurde anhand der Aktivität der tartratresistenten
sauren Phosphatase (TRAP) sowie der Carbonanhydrase II (CAII) bestimmt, zweier für
die osteoklastäre Aktivität charakteristischer Enzyme.
Bestimmung der Aktivität der tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP)
Die TRAP ist ein für Osteoklasten sowie Makrophagen charakteristisches Enzym und
spielt eine Rolle in der osteoklastären Resorption des Knochens, indem es am Abbau
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verschiedener Knochenmatrixproteine beteiligt ist [19, 103]. Ihre Aktivität stellt somit
ein Maß für die Resorptionsfähigkeit bzw. die Osteoklastogenese dar.
Die TRAP-Aktivität wurde mit Hilfe der enzymatischen Umsetzung von Naphtol-AS-
BI-phosphat ermittelt. Das nichtfluoreszierende Substrat wird durch Abspaltung seiner
Phosphatgruppe in das fluoreszierende Naphtol-AS-BI umgewandelt4. Dazu wurden
10 µl Lysat mit 50 µl TRAP-Substratlösung (Tab. 3.3) für 30 min in einer schwarzen
96 well-Platte bei 37 ◦C inkubiert. Nach Abstoppen mit 150 µl TRAP-Stopplösung wurde
die Fluoreszenz der Proben bestimmt und mit Hilfe einer TRAP-Kalibriergerade (Bone
TRAP R©) die Enzymaktivität ausgewertet (infinite M200 PRO, Tecan).
Bestimmung der Aktivität der Carbonanhydrase II (CAII)
Bei der Carbonanhydrase handelt es sich um ein zytosolisches Enzym, das die Hydrata-
tion von CO2 zu Hydrogencarbonat unter Bildung von Protonen katalysiert. Die CAII ist
ein charakteristisches Enzym der Osteoklasten, welche die Protonen über Protonenpum-
pen der ruffeled border in den Resorptionsraum schleusen, wo sie zu einer Absenkung
des pH-Werts und der Auflösung des mineralischen Knochenanteils führen [11, 103].
Ebenso katalysiert die CAII die Reaktion von para-Nitrophenylacetat zu pNP, wodurch
ihre Aktivität photospektrometrisch quantifiziert werden kann.
Zur Analyse wurden 50 µl Lysat mit 50 µl CAII-Substratlösung (Tab. 3.3) gemischt
und die Absorption (λ = 400 nm, infinite M200 PRO, Tecan) der Lösung für 5 min ge-
messen (Kinetikmessung). Die Enzymaktivität wurde anschließend anhand einer pNP-
Kalibriergerade (vgl. Kap. 3.5.1) berechnet.
3.6 Mikroskopische Untersuchungen
Zellmorphologische Untersuchungen an Osteoblasten sowie Osteoklasten wurden so-
wohl mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie (Leica TCS SP5 Fluores-
zenzmikroskop) als auch der Rasterelektronenmikroskopie (REM, Phillips ESEM XL30)
durchgeführt. Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3.5 aufgeführt. Zur Charakte-
risierung der Zementoberflächen wurde darüber hinaus ein am REM montiertes System
zur Energie-dispersiven Röntgenstreuungsmessung (EDX, EDAX Inc.) verwendet.
4 Wellenlängen: λAnregung = 405 nm, λEmission = 520 nm.
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3.6.1 Fluoreszenzmikroskopie
Fixierung biologischer Proben für die Fluoreszenzmikroskopie
Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
anschließend in 3,7 %-iger Formaldehydlösung (in PBS) für 15 min fixiert. Die Lagerung
der fixierten Proben erfolgte in 1 %-iger Formaldehydlösung bei 4 ◦C.
Tab. 3.5: Reagenzien und Lösungen zur Probenpräparation für die Mikroskopie.
Reagenz Hersteller
Formaldehydlösung, 37 % Merck




4’,6-Diamidin-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) Invitrogen
AlexaFluor R© 488 Phalloidin Invitrogen
Fluoreszenzfärbung von Zellkern und Cytoskelett
Zunächst wurden die fixierten Proben dreimal mit PBS gewaschen und anschließend
die Zellen mit 0,2 % Triton X100 in PBS für 3 min permeabilisiert. Nach fünfmaligem
Waschen mit PBS wurden die Proben für 60 min in 2 %-iger BSA-Lösung inkubiert, um
später eine unspezifische Bindung des Farbstoffs zu minimieren.
Die Färbung der Zellkerne (DAPI) sowie des Cytoskeletts (Aktin-Fasern, Phalloidin)
erfolgte durch 30-minütige Inkubation in 2 %-iger BSA-Lösung mit 25 µl/ml AlexaFluor
488 R© Phalloidin und 20 ng/ml DAPI. Anschließend wurden die Proben erneut dreimal
mit PBS gewaschen.
3.6.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Zur REM-Untersuchung zellbesiedelter Proben wurden diese nach dem Fixieren in
Formaldehyd (vgl. Kap. 3.6.1) zunächst mit Hilfe einer Ethanolreihe entwässert und
anschließend kritisch-Punkt getrocknet (CPD 030, Bal-Tec). Die Proben wurden mit Koh-
lenstoff bedampft und bei niedriger Beschleunigungsspannung (1,5 kV) mikroskopiert
(siehe Kap. 3.2.3).
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3.7 Statistik
Alle materialwissenschaftlichen Untersuchungen wurden mit n = 6 (Abbindeverhalten,
mechanische Charakterisierung, Dichte- und Porositätsmessung) bzw. n = 3 Proben
(Ionenfreisetzung) durchgeführt. Für zellbiologische Analysen wurden je Versuch n = 3
Proben verwendet und die Experimente zur Osteogenese auf Sr-modifizierten Zementen
mit Zellen von 3 (hMSC) bzw. 2 (Monozyten) Spendern durchgeführt. Die Ergebnisse
der einzelnen Messungen wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.
Die Daten wurden statistisch mit Hilfe der Ein- bzw. Zwei-Wege ANOVA (Analysis of
Variance) analysiert und mittels des Tukey-Tests mit einer Signifikanzebene von p = 0,05
auf statistische Unterschiede hin untersucht (OriginPro 8.5.0G SR0, Origin Lab. Corp.).
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Materialwissenschaftliche Charakterisierung der Zemente
4.1.1 Eigenschaften der Zementpasten und Abbindeverhalten
Grundlage für die in dieser Arbeit entwickelten, Strontium-haltigen Calciumphosphat-
Knochenzemente war der biocement 1.0 der Firma InnoTERE GmbH (Radebeul). Die-
ser entspricht in seiner Zusammensetzung weitgehend dem von Driessens und Mit-
arbeitern beschriebenen Biocement D [104]. Es handelt sich dabei um ein sog. Pulver-
Flüssigkeits-Zementsystem, das kurz vor der Anwendung aus dem Precursor-Pulver
und einer Flüssigkeit (hier: 4 %-ige Na2HPO4-Lösung in Wasser) angerührt wird (vgl.
Kap. 3.1). Die Eigenschaften der dabei entstehenden Zementpaste hängen entscheidend
vom gewählten Flüssigkeit/Pulver-Verhältnis ab (l/p-Verhältnis).
Strontium-modifizierte Varianten dieses Zements wurden entweder durch Beimi-
schung von SrCO3 zu o. g. Precursor-Pulver (A-Typ), durch Zugabe von SrCO3 und was-
serfreiem Calciumhydrogenphosphat (DCPA, B-Typ) oder durch teilweise bzw. vollstän-
dige Substitution des im Precursor-Pulver enthaltenen CaCO3 durch SrCO3 (S-Typ) her-
gestellt. Dadurch ergaben sich prinzipielle Unterschiede in der Zusammensetzung der
modifizierten Zemente: während im Fall der B- und S-Typ-Modifikation das (Ca+Sr)/P-
Verhältnis konstant blieb ((Ca+Sr)/P = 1,514; vgl. Tab. 3.1), erhöhte sich dieses für A-
Typ-modifizierte Zemente. Diese Änderung im Verhältnis der für die Zementierungsre-
aktion zur Verfügung stehenden Ionen ist eine mögliche Ursache für die im Folgenden
diskutierten Eigenschaften der modifizierten Zemente.
Aus allen Zementvarianten ließen sich durch Anrühren mit 4 %-iger Na2HPO4-Lösung
(in Wasser) formbare Zementpasten herstellen, die sich jedoch in ihren Eigenschaften
unterschieden: während der unmodifizierte CPC und A-Typ-Varianten der Zemente
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mit l/p-Verhältnissen von 350 bis 500 µl/g verarbeitbar waren und zu festen Zementen
abbinden konnten, führten l/p-Verhältnisse ≥ 400 µl/g im Fall der S-Typ-modifizierten
Zemente zu nicht-abbindenden Pasten (t f > 60 min).
In Tabelle 4.1 sind die mittels Gillmore-Nadel bestimmten Abbindezeiten für die hier
untersuchten Zemente bei drei unterschiedlichen l/p-Verhältnissen dargestellt. Es wird
ersichtlich, dass die Beimischung von SrCO3 zu keiner wesentlichen Veränderung der
Abbindezeit führte, wohingegen sowohl für B- als auch S-Typ-modifizierte Zemente
deutlich längere initiale (ti) und finale Abbindezeiten (t f ) gemessen wurden. Bei er-
höhtem l/p-Verhältnis (400–500 µl/g) lag die initiale Abbindezeit der S-Typ-Zemente
bereits deutlich oberhalb 15 min. Dies entspricht insofern der Erwartung, als ein hö-
heres l/p-Verhältnis generell zu einer „flüssigeren“ Paste führt, und sich die Abbin-
dezeit entsprechend verlängert [105]. Damit überschreiten die Zemente jedoch bei die-
sem l/p-Verhältnis das für Knochenzemente vorgeschlagene Verarbeitungsintervall von
3 ≤ ti ≤ 8 min [106, 107]. Dieses beruht auf der Überlegung, dass ti lang genug sein
muss, um die Zementpaste während der chirurgischen Versorgung in den Knochende-
fekts zu modellieren. Außerdem soll die Paste innerhalb einer hinreichend kurzen Zeit
(t f ) ausreichend ausgehärtet sein, um das Schließen der Operationswunde zu erlauben.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für S-Typ-modifizierte Zemente l/p = 350 µl/g, für
CPC sowie A- und B-Typ-Zemente l/p = 500 µl/g festgelegt.
Eine mögliche Erklärung für das Ansteigen der Abbindezeit bei B- und S-Typ-modi-
fizierten Zementen ist die im Vergleich zu CaCO3 geringere Löslichkeit von SrCO3
(vgl. Tab. 2.3). Entsprechend stehen die für die Zementierungsreaktion notwendigen
Ionen nach dem Anrühren der Zementpaste zunächst nur eingeschränkt zur Verfügung.
Da die zuzugebende Flüssigkeitsmenge anhand der Masse des eingesetzten Zement-
Precursorpulvers berechnet wurde, steht aufgrund des höheren Molekulargewichts des
Strontiums (87,62 g/mol gegenüber 40,08 g/mol für Calcium) zudem für die direkt an
der Reaktion beteiligten Komponenten eine größere Flüssigkeitsmenge zur Verfügung,
was einer zusätzlichen Erhöhung des l/p-Verhältnisses entspricht.
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Tab. 4.1: Initiale (ti) und finale (t f ) Abbindezeiten der untersuchten Zemente für verschiedene l/p-
Verhältnisse.
Material l/p = 350 µl/g l/p = 400 µl/g l/p = 500 µl/g
ti [min] t f [min] ti [min] t f [min] ti [min] t f [min]
CPC 7,5 ± 0,5 28,0 ± 1,5 10,0 ± 0,5 29,0 ± 3,0 12,0 ± 0,5 32,0 ± 2,0
A5 7,5 ± 1,0 26,5 ± 2,0 9,5 ± 1,0 28,5 ± 2,5 11,0 ± 1,5 29,0 ± 1,5
A10 6,5 ± 1,0 25,0 ± 1,5 9,5 ± 0,5 27,0 ± 2,5 11,0 ± 0,5 28,0 ± 2,5
B5 10,5 ± 1,5 31,0 ± 1,0 12,5 ± 1,5 35,5 ± 2,5 15,0 ± 1,0 32,5 ± 1,5
B10 11,5 ± 2,0 33,5 ± 1,5 13,0 ± 1,0 38,0 ± 3,0 15,5 ± 2,0 35,0 ± 2,5
S50 12,5 ± 1,5 30,5 ± 2,5 > 15,0 - > 15,0 -
S100 13,0 ± 1,5 34,0 ± 2,0 > 15,0 - > 15,0 -
4.1.2 Zementierungsreaktion und Aushärten der Zemente
Wie alle Calciumphosphatzemente bindet auch der verwendete biocement 1.0 durch Lö-
sungs- und Wiederausscheidungsreaktionen ab, wobei sich die Zementierungsreaktion
in drei Abschnitte gliedern lässt: (I) Lösung der Precursorkomponenten (Gl. 4.1-4.5), (II)
Keim- und Kristallitbildung sowie Kristallwachstum und somit zunehmende Verfesti-
gung des Zements (III).
α−Ca3(PO4)2 + 2 H2O −→ 3 Ca2+ + 2 HPO2−4 + 2 OH
− (4.1)
CaHPO4 + H2O −→ Ca2+ + HPO3−4 + H2O (4.2)
CaCO3 + H2O −→ Ca2+ + HCO−3 + OH
− (4.3)
Die fortschreitende Umwandlung des CPC zu Hydroxylapatit während der Auslage-
rung in wasserhaltiger Atmosphäre unter Verbrauch der Precursorkomponenten (Gl. 4.4)
ist in Abbildung 4.1 A anhand der im Verlauf der Abbindereaktion aufgenommenen
XRD-Spektren gut zu erkennen.
(10-x-y) Ca2+ + (5 + x) HPO2−4 + y HCO
−
3 + H2O −→
Ca10-x-y[(HPO4)x(CO3)y](PO4)5OH + (6 + y)H+ (x + y ≤ 1) (4.4)
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Die Peakhöhen der den Ausgangsphasen α-TCP, DCPD und CaCO3 zugeordneten Re-
flexe nahmen im Laufe der Zeit ab, während zunehmend stärkere HA-Peaks aufgenom-
men wurden. Dies wurde durch eine (semi-)quantitative Auswertung der XRD-Spektren
mittels Rietveld-Analyse bestätigt, mit deren Hilfe die Phasengehalte an DCPD, α-TCP,
CaCO3 und HA an den jeweiligen Zeitpunkten bestimmt wurden (Abb. 4.1 B). Nach
6 h war die Umwandlung in HA bereits zu rund 60 % abgeschlossen und erreichte nach
7 Tagen einen Umsetzungsgrad von ca. 70 %. Auffällig ist, dass die Umsetzung vorwie-
gend auf Kosten von α-TCP ablief, während auch nach 7 Tagen noch rund 17 % DCPD
(von anfänglich 27 %) im Zement enthalten waren.
Abb. 4.1: XRD-Spektren (A) und relative Phasengehalte (B) während der Abbindereaktion von CPC in
wasserhaltiger Atmosphäre (a: α-TCP, H: Hydroxylapatit, C: CaCO3, M: DCPA).
Auch die Strontium-modifizierten Zemente binden über vergleichbare Lösungs- und
Wiederausscheidungsreaktionen ab, jedoch steht hier SrCO3 als zusätzliche Reaktions-
komponente zur Verfügung und liefert lt. Formel 4.5 Strontium- und zusätzliche Hydro-
gencarbonat-Ionen:
SrCO3 + H2O −→ Sr2+ + HCO−3 + OH
− (4.5)
Im Fall der A-Typ-Zemente entsteht dadurch ein Überschuss an Sr2+ und HCO−3 . Wie
anhand von XRD-Spektren dieser Zemente ersichtlich, kam es hier ebenfalls zur Um-
setzung der Ausgangsphasen zu HA. Daneben wurden jedoch auch nach 4 Tagen noch
unverändert hohe SrCO3-Peaks beobachtet (Abb. 4.2). Folglich war SrCO3 nicht bzw.
nur eingeschränkt an der Zementierungsreaktion beteiligt, und es ist somit kein Einbau
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von aus dem SrCO3 gelösten Sr2+ in die Zementmatrix zu erwarten. Vielmehr lag SrCO3
auch im abgebundenen Zement als separate Phase vor.
Abb. 4.2: XRD-Spektren von CPC sowie A5- und A10-Zementen nach 4-tägiger Auslagerung (a: α-TCP,
H: Hydroxylapatit, C: CaCO3, M: DCPA, S: SrCO3).
Ein möglicher Grund dafür ist wiederum die im Vergleich zu CaCO3 geringere Lös-
lichkeit von SrCO3 (vgl. Tab. 2.3) sowie die höhere Partikelgröße und damit geringere
spezifische Oberfläche des SrCO3, das lediglich manuell eingemischt und nicht mit den
anderen Precursorkomponenten vermahlen wurde. Darüber hinaus sind durch die sons-
tigen Precursorkomponenten ausreichend zweiwertige Kationen (Ca2+) für die Apatit-
bildung vorhanden, so dass diese wie in Gleichung 4.4 beschrieben abläuft, während
SrCO3 unverändert verbleibt:
(10-x-y) Ca2+ + (5 + x) HPO2−4 + y HCO
−
3 + H2O + n SrCO3 −→
Ca10-x-y[(HPO4)x(CO3)y](PO4)5OH + (6 + y)H+ + n SrCO3 (x + y ≤ 1) (4.6)
Dies wird weiter gestützt durch die Ergebnisse der Infrarotspektroskopie (Abb. 4.3): Das
Übersichtsspektrum zeigt zunächst für alle untersuchten Zemente adsorbiertes Wasser
(erkennbar an der breiten Schwingung bei ν̃ ≈ 3500 cm−1). In der Vergrößerung sind
die HA-typischen Valenzschwingungsbanden (ν1-P–O und ν3-P–O) und Deformations-
schwingungsbanden (ν4-P–O) markiert. Ebenfalls sind die für Carbonat charakteristi-
schen Schwingungsbanden im Bereich 1460–1400 cm−1 (ν3-C–O) zu erkennen sowie
die typische ν-C–O Streckschwingung bei ν̃ ≈ 860 cm−1. Allerdings ist eine Zuord-
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nung zu CaCO3 oder SrCO3 aufgrund der Überlagerung der Banden nicht möglich
(ν̃ ≈ 860 cm−1 für CaCO3 [108], ν̃ ≈ 856 cm−1 für SrCO3 [109]) – gleichzeitig bildet
die für A-Typ-Zemente gegenüber CPC stärkere Bande in diesem Wellenzahlbereich
die Beimischung zusätzlichen Carbonats ab. Da bereits mittels XRD die Abnahme des
CaCO3 binnen 7 Tagen gezeigt wurde (vgl. Abb. 4.1) weisen die für A5 und A10 auf-
genommenen Spektren folglich auf das Vorhandensein von SrCO3 im ausgehärteten
A-Typ-modifizierten Zement hin.
Abb. 4.3: FTIR-Spektren von CPC und Sr-modifizierten Zementen nach 7-tägiger Auslagerung in Wasser.
Um das durch die Zugabe von SrCO3 entstandene Ungleichgewicht der Reaktionskom-
ponenten auszugleichen, wurde B-Typ-Zementen zusätzliches DCPA beigemischt. Je-
doch führte die nun ausgeglichene Stöchiometrie nicht zur Bildung einer stabilen Ze-
mentmatrix, wie anhand der mechanischen Charakterisierung deutlich wurde (siehe
Kap. 4.1.6). Möglicherweise verhinderte die Korngröße des beigemischten DCPA die an-
gestrebte Reaktion: wie auch SrCO3 wurde dieses lediglich manuell mit dem Precursor-
Pulver vermahlen und lag in entsprechend großen, undefiniert geformten Kristalliten
vor. Bei weiteren Untersuchungen wurde die B-Typ-Modifikation daher nicht mehr
berücksichtigt.
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Im Gegensatz zu A-Typ-Zementen ist in an S100-Proben aufgenommenen, zeitlich auf-
gelösten XRD-Spektren eine graduelle Abnahme der SrCO3-Reflexe erkennbar (Abb. 4.4
A), vergleichbar der Abnahme der Signale des CaCO3 im Fall des unmodifizierten CPC.
Abb. 4.4: XRD-Spektren (A) und relative Phasengehalte (B) während der Abbindereaktion von S100 in
wasserhaltiger Atmosphäre (a: α-TCP, H: Hydroxylapatit, C: CaCO3, M: DCPA, S: SrCO3).
Auch anhand der mittels Rietveld-Analyse ermittelten Phasengehalte (Fig. 4.4 B) wird
deutlich, dass die Zementierungsreaktion hier unter Verbrauch des SrCO3 stattfindet.
Dies ist auch anhand der in Abbildung 4.3 gezeigten FTIR-Spektren zu erkennen: die
bei ν̃ ≈ 860 cm−1 liegende ν-C–O Streckschwingung ist im Fall der S-Typ-Proben nur
schwach ausgeprägt (vergleichbar mit CPC), was für den Verbrauch der Carbonat-Phase
(SrCO3 bzw. CaCO3) spricht. Nach 7 Tagen schließlich ist mit ca. 70 % ein mit CPC ver-
gleichbarer Umsetzungsgrad in die Apatit-Phase erreicht. Da weder mittels XRD noch
im FTIR neu gebildete, Sr-haltige Phasen detektiert wurden, kann davon ausgegangen
werden, dass es zu einem Einbau von Sr2+-Ionen in die gebildete Apatit-Phase kommt
(Gl. 4.7):
(10-x-y-z) Ca2+ + z Sr2+ + (5 + x) HPO2−4 + (y + z) HCO
−
3 + H2O −→
Ca10-x-y-zSrz[(HPO4)x(CO3)y+z](PO4)5OH + (6 + y + z)H+ (x + y ≤ 1) (4.7)
Dies wird gestützt durch eine leichte Verschiebung der Apatit-Gitterkonstanten a
(aCPC = 9,43–9,44 Å; aS100 = 9,47–9,49 Å) und c (cCPC = 6,88–6,89 Å; cS100 = 6,90–6,92 Å)
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in nach einer Abbindezeit von 168 h gemessenen Proben, da eine Erhöhung beider Pa-
rameter charakteristisch für die Bildung von (carbonathaltigem) Strontiumapatit bzw.
Strontium-substituiertem Hydroxylapatit ist [110]. Jedoch bleibt kritisch anzumerken,
dass die Rietveld-Analyse durch die geringe Kristallinität der Proben erschwert wur-
de und die Gitterparameter daher nur mit begrenzter Genauigkeit bestimmt werden
konnten.
4.1.3 pH-Wert Entwicklung
Während der Abbindereaktion von CaP-Zementen kommt es durch Hydrolyse der Pre-
cursorkomponenten im Auslagerungsmedium zum Absinken des pH-Wertes [111], wie
anhand der in den Gleichungen 4.4 und 4.7 deutlich wird. Tatsächlich wurde bei allen
hier untersuchten Zementen während der ersten Tage der Auslagerung in Zellkultur-
medium zunächst ein pH-Abfall beobachtet. Dieser erreichte um Tag 5 ein Maximum
und war im Fall des CPC besonders ausgeprägt. Anschließend näherte sich der pH-
Wert wieder dem Ausgangswert von 7,4 an. Im Fall der Sr-modifizierten Zemente wur-
de ein vergleichbares Muster beobachtet, allerdings war das Absinken des pH-Wertes,
insbesondere im Fall der S-Typ-modifizierten Zemente, weniger ausgeprägt und die
Schwankung des pH-Werts demnach geringer (Abb. 4.5).
Abb. 4.5: Variation des pH-Werts bei Auslagerung von Sr-modifizierten Zementen und CPC in Zellkul-
turmedium.
Es ist bekannt, dass Knochenzellen sensitiv auf pH-Änderungen reagieren. So ist die
osteoblastäre Mineralisierung bei pH 7,0 nahezu vollständig behindert, während die
osteoklastäre Resorption bei pH-Werten unterhalb 7,2 stimuliert wird [112]. Entspre-
chend ist für die hier entwickelten Zemente eine möglichst geringe Schwankung des
pH-Werts während der Zementierungsreaktion wünschenswert, wobei sich sowohl die
A- als auch die S-Typ-Modifikation als vorteilhaft erwiesen: gerade im Überstand der
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S-Typ-Zemente sank der pH-Wert nicht unter 7,15 ab. Eine mögliche Erklärung liefert
die bereits erwähnte Ansäuerung des Auslagerungsmediums durch Hydrolyse der Pre-
cursorkomponenten: Vergleicht man die mittels XRD zeitlich aufgelöste Abnahme der
CaCO3- und SrCO3-Konzentrationen in CPC und S100 (Abb. 4.1 und 4.4), so fällt auf,
dass SrCO3 schneller umgesetzt wird als CaCO3. Bereits nach 6 h sind nur noch 4,4 %
gegenüber 8,9 % der ursprünglichen 9,1 % SrCO3 bzw. 9,5 % CaCO3 enthalten. Zugleich
beträgt der Anteil der gebildeten Apatit-Phase in S100 bereits 45,4 % gegenüber 33,5 %
in CPC. Beides spricht für eine schnellere Umsetzung der Precursorkomponenten im
Fall des S-Typ-Zements.
4.1.4 Ionische Interaktionen mit wässrigen Medien
Calciumphosphate insgesamt zeigen auch nach dem initialen Abbinden im Kontakt
mit wässrigen Medien eine starke ionische Interaktion mit ihrer Umgebung. Dies kann
durch die Bildung von Kristalliten an der Materialoberfläche bzw. deren Wachstum,
durch Degradation (physiko-chemische Lösung des Materials) oder durch den Aus-
tausch von Ionen im Sinne einer Substitution geschehen [113–115], wobei unterschied-
liche CaP-Phasen unterschiedliches Verhalten zeigen. Ziel der hier entwickelten Kno-
chenzemente war die Beeinflussung von Knochenzellen mit Hilfe aus dem Zement
freigesetzter Sr2+-Ionen, jedoch spielen sowohl in vitro als auch in vivo Calcium- und
Phosphatkonzentration ebenfalls eine entscheidende Rolle für zelluläre Reaktionen. Da-
her wurden die Überstände von Proben von CPC, A- und S-Typ-Zementen während
Auslagerung in Zellkulturmedium sowie während der Kultivierung osteogener Zellen
auf den Materialien untersucht.
Ca2+- und PO3−4 -Freisetzung und -aufnahme
Es ist bekannt, dass Hydroxylapatit-bildende CaP-Zemente während des Abbindens
Ca2+-Ionen aufnehmen [97]. Ursache ist die fortschreitende Apatitbildung an der Ze-
mentoberfläche, bei der Ca2+ aus der Umgebung gebunden wird. Dies konnte auch im
Fall der vorliegenden Zemente beobachtet werden, wobei die höchste Ca2+-Aufnahme
für reinen CPC gemessen wurde (Abb. 4.6). Der Ca2+-Gehalt im Überstand von CPC-
Proben sank trotz des regelmäßigen Wechsels des Mediums ([Ca]αMEM = 1,8 mM) immer
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wieder um ca. 1,3 mM auf rund 0,5 mM ab. Dabei wurde kein Unterschied zwischen
OS+- und OS−-Medium festgestellt. Für alle Sr-modifizierten Zemente wurde ebenfalls
eine Aufnahme von Ca2+ (also ein Absinken der Konzentration im Medium) beobach-
tet, jedoch in geringerem Maße als für CPC. Interessanterweise war die Tendenz zur
Ca2+-Aufnahme bei A-Typ-Zementen am geringsten ausgeprägt. Es ist vorstellbar, dass
durch das zusätzlich eingebrachte SrCO3 (ohne gleichzeitige Reduktion von CaCO3
wie bei den S-Typ-Proben) und dessen Lösung im Medium lokal eine ausreichend ho-
he Konzentration zweiwertiger Kationen (Ca2+ und Sr2+) entsteht, die die zusätzliche
Ca2+-Aufnahme aus dem Umgebungsmedium vermindert. Eine systematische Abhän-
gigkeit der Calcium-Aufnahme vom Sr-Gehalt der S-Typ-Zemente wurde allerdings
nicht festgestellt.
Abb. 4.6: Relative Änderung der Ca2+- und Phosphat-Konzentration in Zellkulturmedium (OS+ und
OS−) bei Auslagerung von Sr-modifizierten Zementen und CPC. Als Referenz dient PS.
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Deutliche Unterschiede zwischen OS+- und OS−-Medium ergaben sich bzgl. der Phos-
phat-Konzentration1: zwar wurde generell aus allen Zementen Phosphat freigesetzt,
jedoch war die Freisetzung im Medium mit osteogenen Supplementen signifikant erhöht
(p < 0,05). Beispielsweise wurde im Überstand der CPC-Proben in OS+-Medium eine
an Tag 14 gegenüber OS− um den Faktor 3 erhöhte Phosphat-Konzentration gemessen.
Dies ist überraschend, da eine Phosphat-Freisetzung generell nur durch Lösung der
Precursorkomponenten α-TCP (Gl. 4.1) oder DCPA (Gl. 4.2) sowie eventuell in geringen
Mengen vorhandener transienter CaP-Phasen entstehen kann, da sowohl im Precursor
enthaltener als auch beim Aushärten des Zements gebildeter HA eine vielfach geringere
Löslichkeit aufweist (vgl. Tab. 2.3).
Die beschriebenen Änderungen der Calcium- und Phosphatkonzentrationen im Me-
dium lassen einen Einfluss der Materialien bzw. deren Modifikation auf die zellulä-
re Reaktion erwarten. So ist beispielsweise bekannt, dass Ca2+-Konzentrationen um
1,8 mM die Proliferation, solche um 0,09 mM dagegen die osteogene Differenzierung
osteoblastärer Vorläuferzellen begünstigen. Ebenso kann durch erhöhte Phosphatkon-
zentrationen die Apoptose osteogener Zellen ausgelöst werden [21]. Jedoch lässt sich,
wie von Chai et al. formuliert, kein für die Osteogenese optimaler Bereich der Ca2+-
und Phosphat-Konzentration festlegen, da sowohl Proliferation als auch Differenzie-
rung der unterschiedlichen beteiligten Zelltypen von jeweils anderen Konzentrationen
begünstigt oder inhibiert werden. Gleiches gilt auch für die Osteoklastogenese sowie
die osteoklastäre Aktivität [27, 116].
Strontium-Freisetzung in verschiedenen Medien
Die Freisetzung von Sr2+-Ionen aus modifizierten Zementen wurde zunächst während
der Auslagerung von Zementproben, die zuvor 4 Tage in feuchter Atmosphäre ausge-
härtet worden waren, in physiologischer NaCl-Lösung (gepuffert mit TRIS), in Zellkul-
1 Aufgrund des im OS+ enthaltenen β-GP ist die mittels ICP gemessene Phosphat-Konzentration um
5 mM erhöht, jedoch ist dieses „zusätzliche“ Phosphat chemisch gebunden und steht somit für die
hier betrachteten Reaktionen nicht zur Verfügung. Entsprechend wird in Abbildung 4.6 die Änderung
der Phosphat-Konzentration anstatt der absoluten Konzentration dargestellt.
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turmedium (OS+ und OS−) sowie während der Zellkulturversuche zur Osteogenese
(also in Anwesenheit von Zellen) untersucht.
Die Ergebnisse der Auslagerung in NaCl/TRIS-Puffer sind in Abbildung 4.7 A dar-
gestellt. Zunächst wird deutlich, dass die Kinetik der Freisetzung von der Art der Sr-
Modifikation abhängt (p < 0,05): Während die Sr2+-Konzentration im Überstand der A-
Typ-Zemente in NaCl/TRIS-Puffer kontinuierlich zunahm, kam es bei S-Typ-Zementen
nach einer anfänglich erhöhten Sr2+-Konzentration im Überstand zur Ausbildung einer
weitgehend stabilen Konzentration von 0, 32± 0, 03 bzw. 0, 75± 0, 05 mM Strontium
(S50 bzw. S100). Weiterhin hing die letztlich gemessene Ionenkonzentration von der im
Material enthaltenen Sr-Menge ab: bei doppeltem Sr-Gehalt im Zement wurden auch
ungefähr die doppelten Konzentrationen im Überstand gemessen.
Abb. 4.7: Strontium-Konzentration im Überstand Sr-modifizierter Zementproben während der Ausla-
gerung in NaCl/TRIS-Puffer sowie Zellkulturmedium mit (OS+) und ohne (OS−) osteogenen
Supplementen.
Wurden die Zementproben dagegen in Zellkulturmedium mit oder ohne Zusatz os-
teogener Supplemente ausgelagert, wurden deutlich niedrigere Sr2+-Konzentrationen
im Überstand gemessen (Abb. 4.7 B und C). Dabei scheint die Zugabe von osteoge-
nen Supplementen (siehe Kap. 3.3.1) zum Medium keinen Einfluss auf die Freiset-
zung von Sr2+-Ionen zu haben. Anders als in NaCl/TRIS-Puffer kam es hier bei allen
untersuchten Materialien zu einer initial höheren Freisetzung mit anschließender Ein-
stellung einer weitgehend konstanten Sr2+-Konzentration im Bereich von 0, 03± 0, 01
und 0, 04 ± 0, 01 mM für A5- bzw. A10- und 0, 06 ± 0, 01 und 0, 07 ± 0, 01 mM im
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Überstand von S50- bzw. S100-Proben. Entsprechende Konzentrationen konnten al-
so für spätere Zellkulturexperimente angenommen werden. Tatsächlich wurden auch
während der in vitro-Untersuchungen zur Osteogenese in Zellkulturüberständen mit
den zellfrei ausgelagereten Proben vergleichbare Sr2+-Konzentrationen gemessen (sie-
he Anhang, Abb. A.5). Interessanterweise war kein eindeutiger Einfluss des Gesamt-
Strontiumgehalts der jeweiligen Probe auf die Freisetzung zu erkennen, vielmehr setzten
S-Typ- generell mehr Sr2+-Ionen als A-Typ-Zemente frei. Ein durch höhere Beimischung
bzw. Substitution erhöhter Strontiumgehalt resultiert dagegen nur in einem geringen,
nicht signifikanten Anstieg der Sr2+-Konzentration im Zellkulturmedium.
Als Ursache für das unterschiedliche Freisetzungsverhalten in NaCl/TRIS-Puffer und
Zellkulturmedium kann einerseits die komplexere Zusammensetzung des Mediums
angenommen werden, das neben Na+ und Cl− noch zahlreiche weitere Ionen enthält.
Außerdem ist davon auszugehen, dass während des fortschreitenden Abbindens der Ze-
mente aus dem Material freigesetzte Ionen an der Wiederausscheidung der Apatit-Phase
beteiligt sind, die wiederum aufgrund der hohen Bioaktivität des Materials noch gestei-
gert wird. Zudem wurde serumhaltiges Medium verwendet, wobei die darin enthalte-
nen Proteine sowohl eine Beschleunigung der physiko-chemischen Lösung (durch Kom-
plexierung freigesetzter Ionen und damit Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts)
als auch eine Verlangsamung (z. B. durch Bildung einer dichten Proteinschicht auf der
Oberfläche, welche als Diffusionsbarriere wirken kann) bewirken könnten [116]. In
Kooperation mit dem Institut für Physikalische Chemie der Justus-Liebig-Universität
Gießen (AG Prof. Janek) konnte bestätigt werden, dass Serumproteine die Oberflächen
der Zemente belegen und wahrscheinlich dadurch die Auflösung hemmen [117].
4.1.5 Charakterisierung von Oberfläche und Bulkmaterial
Anhand von REM-Aufnahmen der Oberflächen von frisch hergestellten, 4 Tage in feuch-
ter Atmosphäre ausgehärteten und anschließend für 7 Tage in Zellkulturmedium (OS−)
gelagerten Zementproben (Abb. 4.8) wird ersichtlich, dass die Art der Modifikation (A-
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oder S-Typ2) Einfluss auf die Morphologie der Zementoberfläche hat: Im Gegensatz
zu CPC und A-Typ-modifizierten Zementen zeigten S50- und S100-Proben ein fein-
körnigeres Gefüge, was unter anderem auf den zusätzlichen Mahlschritt während der
Precursorherstellung zurückzuführen ist.
Die zum Aushärten der Zemente beitragende Apatitkristallbildung während der wei-
teren Auslagerung in Zellkulturmedium ist ebenfalls zu beobachten (vgl. höher aufge-
löste Bilder im Anhang, Abb. A.1): Die nach 4 Tagen in feuchter Atmosphäre bereits mit-
einander verbundenen, jedoch noch deutlich erkennbaren Körner des CPC-Precursors
waren nach 7 Tagen in Zellkulturmedium mit einer dichten Schicht kleiner Kristallite
überzogen. Im Fall der A-Typ-Zemente war die Kristallitstruktur zu diesem Zeitpunkt
gröber ausgeprägt, während die Einzelpartikel bereits deutlich weiter miteinander ver-
wachsen waren. Schließlich war auf S50- und insbesondere S100-Proben zu erkennen,
wie das fortschreitende Zusammenwachsen einzelner Partikel und die Bildung feiner,
dicht verteilter Apatitkristallite zu einer Glättung der Probenoberfläche geführt hatten.
Dies konnte auch anhand von Rauheitsmessungen (Abb. 4.9 A) bestätigt werden: Gegen-
über CPC (Ra = 0,69 µm an Tag 7) wiesen sowohl A5- und A10- (Ra = 0,48 bzw. 0,55 µm)
als auch S50- und S100-Proben (Ra = 0,23 bzw. 0,36 µm) deutlich geringere Rauheiten
auf.
Weiterhin kam es zu einer Verdichtung der Zementmatrix. Alle Zemente besaßen im
frisch hergestellten Zustand eine vergleichbare offene Porosität im Bereich von 40–
44 Vol.-%, die binnen 3 Wochen auf 26–33 Vol.-% abnahm (Abb. 4.9 B). Die initiale Po-
rosität ist dabei auf den wässrigen Anteil der Zementpaste zurückzuführen, wobei ein
Einfluss des l/p-Verhältnisses auf die offene Porosität des Zements (wie beispielswei-
se von Ginebra et al. beschrieben [105]) im untersuchten l/p-Bereich nicht festgestellt
werden konnte.
Anhand von REM-Untersuchungen an Bruchflächen unter feuchter Atmosphäre ausge-
härteter Zemente (Abb. 4.10) wird deutlich, dass es bei CPC sowie S-Typ-modifizierten
Zementen zur Ausbildung einer weitgehend homogenen Zementmatrix kam, wohin-
2 Der Ansatz, Zemente durch entsprechende Mengen von CaCO3 und DCPA zu modifizieren (B-Typ),
wurde aufgrund der geringen mechanischen Festigkeit dieser Materialien (vgl. Kap. 4.1.6) nicht weiter
verfolgt.
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Abb. 4.8: Oberfläche von CPC und A- bzw. S-Typ-modifizierten Zementen nach der Herstellung (frisch)
sowie nach 4-tägigem Aushärten (4 d unter feuchter Atmosphäre, ATM) bzw. 7-tägiger Auslage-
rung in Zellkulturmedium (Maßbalken: 5 µm).
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Abb. 4.9: Rauheit frisch hergestellter sowie für 4 Tage unter feuchter Atmosphäre („ATM“) bzw. in Zellkul-
turmedium ausgelagerter Zemente (A) sowie Entwicklung der offenen Porosität der Materialien
während der Auslagerung (B). Detaillierte Daten zur Rauheit finden sich im Anhang in Tabel-
le A.1.
gegen im Fall der A5- und A10-Proben eine Komposit-artige Struktur, bestehend aus
einer Zementmatrix mit darin eingebetteten Partikeln von ca. 5–8 µm Größe, vorlag. Mit-
tels EDX (Energie-dispersive Röntgenspektroskopie) konnten diese Partikel als SrCO3-
Kristalle identifiziert werden, welche auch nach 7-tätigem Aushärten in feuchter At-
mosphäre noch im Zement vorlagen und auch mittels XRD detektiert werden konnten
(siehe Anhang, Abb. A.2).
Abb. 4.10: REM-Aufnahmen an Bruchflächen von CPC und Sr-haltigen Zementen. Die Pfeile deuten auf
in der Zementmatrix eingelagerte SrCO3-Kristallite im Fall der A-Typ Zemente.
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Mit Hilfe einer ToF-SIMS-Oberflächen- und Bulkanalyse (Abb. 4.11) konnte gezeigt wer-
den, dass sich SrCO3-Partikel sowohl an der Oberfläche als auch innerhalb des Zements
nachweisen lassen. Deutlich erkennbar ist die weitgehend homogene Verteilung des
Strontium in S-Typ-Proben (hier: S100), während die Cluster-artige Verteilung im Fall
der dargestellten A10-Probe die rund 5 µm großen SrCO3-Partikel repräsentiert.
Abb. 4.11: ToF-SIMS Oberflächen- und Volumenanalysen der Sr2+-Verteilung in A10- (A) und S100-
Proben (B). Nach: [118] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
4.1.6 Mechanische Eigenschaften
Anhand quaderförmiger Zementproben wurde zunächst die Druckfestigkeit der entwi-
ckelten Zemente nach 4-tägiger Auslagerung in Wasser untersucht. Wie zu erwarten
zeigten alle Materialien sprödes Bruchverhalten mit einer Bruchdehnung εBruch ≤ 2 %
(Abb. 4.12 B). Sowohl A- als auch B-Typ-modifizierte Zemente besaßen eine gegenüber
reinem CPC deutlich reduzierte Druckfestigkeit, wobei für höhere SrCO3-Gehalte ten-
denziell höhere Festigkeitswerte gemessen wurden (Abb. 4.12 A). Während CPC an
Tag 4 der Auslagerung eine Festigkeit von σD = 27, 25± 5, 84 MPa besaß, erreichten A5-
und A10- bzw. B5- und B10-Proben lediglich 12, 41± 2, 57 und 15, 63± 1, 73 MPa bzw.
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11, 41± 1, 29 und 13, 7± 2, 57 MPa. Dagegen zeigten S-Typ-modifizierte Proben einen
deutlichen Anstieg der Festigkeit auf 38, 6± 4, 4 (S50) und 41, 8± 4, 9 MPa (S100), was
einer Zunahme gegenüber CPC um ca. 50 % entspricht. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde die Modifikation mit SrCO3/DCPA (B-Typ) nicht weiter verfolgt und nur A- und
S-Typ-Zemente zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Auslagerung untersucht.
Abb. 4.12: Druckfestigkeit (A) und ausgewählte Spannungs-Dehnungskurven (B) von CPC und modifi-
zierten Zementen nach 4-tägiger Auslagerung in Wasser. Zeitliche Entwicklung der Druckfes-
tigkeit während 7-tägiger Auslagerung in feuchter Atmosphäre (C).
Generell ist für mineralische Knochenzemente eine initial geringere und erst wäh-
rend der Auslagerung bzw. des Aushärtens ansteigende Festigkeit zu erwarten, parallel
zu dem unter Kap. 4.1.5 beschriebenen Zusammenwachsen der Partikel des Precursors.
Entsprechend wurde die Entwicklung der Druckfestigkeit während einer 7-tägigen Aus-
lagerung der Druckproben in feuchter Atmosphäre untersucht. Für alle Materialien
wurde eine Zunahme der Druckfestigkeit mit zunehmender Auslagerungsdauer gemes-
sen, wobei der Anstieg nach Tag 4 nicht mehr signifikant war (Abb. 4.12 C). Wiederum
besaßen A-Typ-Proben eine gegenüber CPC geringer Festigkeit, wobei kein signifikan-
ter Einfluss des SrCO3-Gehalts festgestellt werden konnte. Grund für die verminderte
Festigkeit ist das bereits beschriebene Vorliegen in eine Sr-freie Zementmatrix einge-
betteter SrCO3-Kristallite mit geringer Matrixanbindung, welche auch nach 7-tägiger
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Tab. 4.2: Übersicht über in der Literatur beschriebene Sr-haltige, (HA + SrCO3) bzw. SrHA-bildende
Zementformulierungen und deren mechanische Eigenschaften.
Zementreaktion Sr/(Sr+Ca) Druckfestigkeit [MPa]* Referenz
Vergleichbar A-Typ:
SrACP + DCPA −→ HA + SrCO3 + DCPA 0-20 (10)* 74,9 [82]
(ACP + DCPD) + SrCO3 −→ HA + SrCO3 0-25 (8) ~40 [81]
Vergleichbar S-Typ:
Sr-α-TCP−→ SrHA 1-10 (alle < CPC) ~10 [85]
DCPD + CaO + SrCO3−→ SrHA 15 ~20 [83]
Sonstige:
TTCP + DCPA + DSPA −→ HA + TCP + SrTCP 0, 5, 10 (5) 66,6 [79]
* In Klammern ist das Sr/(Sr+Ca) Verhältnis angegeben bei dem die höchste Festigkeit erreicht wurde.
Auslagerung noch nachweisbar waren und im Belastungsfall als rissauslösender Defekt
wirkten. Dies wird auch anhand von REM-Aufnahmen der Bruchflächen deutlich, die
aus der Matrix gelöste, in sich intakte Kristallite innerhalb der Bruchebene zeigen (vgl.
Abb. 4.10).
Erneut zeigten alle untersuchten Proben sprödes Bruchverhalten. Dabei waren die er-
reichten Druckfestigkeiten gegenüber in Wasser ausgelagerten Proben leicht erhöht,
was vermutlich auf die während der Auslagerung erhöhte Temperatur von 37 ◦C (ge-
genüber Raumtemperatur) zurückzuführen ist. So wurden nach 4 Tagen für CPC bis zu
29, 6± 3, 8 MPa und für S50 und S100 52, 4± 7, 1 MPa bzw. 53, 3± 3, 4 MPa gemessen. A5-
bzw. A10-Zemente erreichten nach 7 Tagen „finale“ Druckfestigkeiten von 17, 3± 3, 2
und 20, 2± 4, 2 MPa und damit deutlich weniger als reiner CPC mit 31, 6± 2, 4 MPa.
Die höchste Festigkeit nach 7 Tagen wurde mit 57, 7± 4, 7 MPa für Proben vom Typ
S100 gemessen, was eine Steigerung um mehr als 80% gegenüber CPC und somit eine
deutliche Verbesserung bedeutet.
Beispiele für dem A-Typ vergleichbare, also zu einer HA-Matrix mit darin enthaltenem
SrCO3 abbindende Zemente, finden sich auch in der Literatur (siehe Tab. 4.2): Yu et
al. beschreiben Zemente, welche laut XRD-Analyse im abgebundenen Zustand eben-
falls vorwiegend aus den Phasen HA, SrCO3 und DCPA zusammengesetzt sind, jedoch
aus einem Precursorgemisch von SrACP und DCPD hergestellt wurden. Im frisch ab-
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gebundenen Zement liegen dort ca. 5 µm große DCPD-Kristalle vor, was strukturell
an A-Typ-Zemente erinnert. Bei vergleichbaren Sr/(Sr+Ca)-Verhältnissen werden nach
2 Tagen ca. 20 MPa, nach 10 Tagen Auslagerung in Wasser sogar 64 MPa Druckfestigkeit
und damit gegenüber der Sr-freien Referenz deutlich gesteigerte Festigkeiten erreicht.
Somit ergibt sich anfänglich ein mit den A-Typ-Zementen vergleichbares Festigkeitsni-
veau, allerdings kommt es dann durch Reaktion des DCPA zur weiteren Apatitbildung
und damit zur weiteren Verfestigung der Matrix [82]. Auch in der Matrix der von Wang
et al. beschriebenen Zemente auf ACP-Basis liegt SrCO3 vor, allerdings wurde hier der
Precursor mit SrCO3 intensiv vermahlen, so dass keine größeren Kristallite mehr im
Bulkmaterial enthalten sind. Bei einem Anteil von 10 Gew.-% SrCO3, also einer dem
A10-Zement vergleichbaren Endzusammensetzung, wurden bis zu 40 MPa Druckfestig-
keit erreicht [81].
Interessanterweise werden in der Literatur bislang keine SrHA-bildenden Zement-
varianten beschrieben, bei denen die Sr-Modifikation zu einer Steigerung der mecha-
nischen Kennwerte gegenüber Strontium-freien Vergleichszementen führte. Insbeson-
dere bei dem von Saint-Jean et al. hergestellten, auf zuvor synthetisiertem Strontium-
substituiertem α-TCP basierenden Zement, der durch Hydrolyse direkt zu SrHA abbin-
det, führte die Sr-Substitution, unabhängig vom Sr-Gehalt, zu einer signifikanten Ab-
nahme der Druckfestigkeit [85]. Dagegen scheint sich die Substitution von Ca2+- durch
Sr2+-Ionen positiv auf die Härte apatitischer Materialien auszuwirken: dies wurde an-
hand gesinterter HA-Keramiken mit bis zu 10 %-iger Sr-Substitution und sogar an in
Sr-haltiger Lösung ausgelagerten Wirbelkörpern, in denen es zur diffusionsgesteuerten
Substitution kam, gezeigt [119, 120].
Mit Hilfe des sog. ball on 3 balls-Tests (siehe Kap. 3.2.6) wurde die biaxiale Zugfestigkeit
σZ von für 4 Tage gehärteten sowie an danach für weitere 7 Tage in Zellkulturmedium
(OS−) ausgelagerten Zementen bestimmt. Für alle Materialien ergab sich ein leichter
Anstieg der Festigkeit während der Auslagerung in Medium (Abb. 4.13), was mit dem
fortschreitenden Abbinden der Zemente zu (Sr-) HA und der damit verbundenen Aus-
bildung sich verzahnender Kristallite zu erklären ist. Gegenüber CPC (σZ = 17, 2± 2, 9
bzw. 22, 0± 2, 9 MPa nach 4 d in feuchter Atmosphäre bzw. 7 d in Medium) erreichten
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A5- und A10-Zemente eine leicht verringerte, S50- und S100-Zemente eine leicht erhöhte
Zugfestigkeit. Die Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.
Abb. 4.13: Biaxiale Zugfestigkeit von CPC und Sr-modifizierter Zemente nach 4-tägiger Aushärtung in
feuchter Atmosphäre (ATM) und anschließender 7-tägiger Auslagerung in Zellkulturmedium
(OS−), ermittelt mit dem ball on 3 balls-Test.
Generell ist für CaP-Zemente, wie für alle spröden Materialien, eine geringe Zugfestig-
keit zu erwarten. In Verbundwerkstoffen mit eher sphärischem Füllstoff3, wie dem hier
untersuchten A-Typ-Zement, wird die (Biege- bzw. Zug-) Last vorwiegend von der Ma-
trix getragen. Beigemischte Partikel wie hier SrCO3 können in diesem Fall als Rissinitia-
toren wirken und die Festigkeit sinkt folglich mit wachsendem belasteten Volumen (also
größerer Anzahl möglicher Rissinitiatoren). Der hier verwendete Prüfaufbau zielt jedoch
auf eine weitgehende Homogenisierung der Lasteinleitung in die Probe, womit die
Empfindlichkeit gegen potentiell rissauslösende Fehlerstellen (hier SrCO3-Kristallite)
sinkt [98]. Dies erklärt, weshalb die A-Typ-Zemente eine dem CPC vergleichbare Fes-
tigkeit erreichten. Eine signifikante Steigerung der Zugfestigkeit durch die homoge-
ne Strontium-Substitution der S-Typ-Zemente konnte allerdings nicht erreicht werden.
Ähnliches beschreiben Curran et al. anhand gesinterter, Sr-substituierter Hydroxylapa-
titkeramiken: zwar führt die Substitution von bis zu 10 % der Ca2+- durch Sr2+-Ionen
zu einer erhöhten Härte der gesinterten Materialien, nicht jedoch zu einer signifikanten
Steigerung der biaxialen Zugfestigkeit [119].
4.1.7 Röntgendichte
Häufig wird in der klinischen Praxis der post-operative Status eines behandelten Kno-
chendefekts röntgenografisch ermittelt und ggf. über einen längeren Zeitraum verfolgt.
3 Im Vergleich zu Faser-Verbundwerkstoffen oder Füllstoffen mit Whisker-artiger Morphologie
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Abb. 4.14: Röntgendichte von CPC und Sr-modifizierten Zementen,ausgewertet mit Hilfe eines
Aluminium-Standards mit 0,5 mm Stufenhöhe.
Aufgrund der chemischen Ähnlichkeit der Calciumphosphatzemente zum anorgani-
schen Teil des Knochens besitzen diese jedoch keinen vom umgebenden Knochen (aus-
reichend) unterschiedlichen Röntgenkontrast. Entsprechend sind sie im Röntgenbild
nicht eindeutig identifizierbar und die postoperative Darstellung mittels Röntgen ist
nur stark eingeschränkt möglich. Strontium, wie auch ZrO2 oder BaSO4, unterscheiden
sich in ihrer Röntgenopazität ausreichend von Calciumphosphaten und wurden bereits
als Zusatz zur Steigerung des Röntgenkontrasts in CaP- oder polymerbasierten Kno-
chenfüllstoffen eingesetzt [81, 121]. Für die vorliegenden Zemente wurde ebenfalls eine
signifikante Steigerung des Röntgenkontrasts mit zunehmendem Strontium-Gehalt ge-
messen, wobei S-Typ-Zemente bei vergleichbarem Sr-Gehalt tendenziell höhere Werte
erreichten als A-Typ-Proben (Abb. 4.14). Dies ist wahrscheinlich auf die homogene Ver-
teilung des Strontiums zurückzuführen, da durch die relativ geringe laterale Auflösung
der Röntgenaufnahme die diskret im A-Typ-Zement verteilten SrCO3-Kristalle nicht
korrekt abgebildet, sondern mit umliegenden Pixeln geringerer Helligkeit interpoliert
werden.
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4.2 Zellbiologische Untersuchungen zur Osteogenese
Die Interaktion der Sr-modifizierten Zemente mit Zellen wurde einerseits hinsichtlich
der Osteogenese, also der Knochenneubildung durch Osteoblasten, andererseits in Be-
zug auf die Osteoklastogenese bzw. den zellulären Abbau der Materialien (Resorption)
untersucht (Kap. 4.3). Zunächst wurde die zelluläre Reaktion auf Sr2+-Konzentrationen
im Bereich der aus dem Material freigesetzten Konzentrationen und darüber analysiert.
In weiteren Schritten wurden dann Versuche in indirektem (nur zur Osteogenese) und
direktem Materialkontakt (Osteogenese und Osteoklastogenese) durchgeführt.
Aufgrund der bekannten Variabilität zwischen primären Zellen unterschiedlicher Spen-
der wurden in dieser Arbeit humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) dreier ver-
schiedener Spender verwendet. Diese unterschieden sich einerseits hinsichtlich ihrer
Proliferationsraten, andererseits in der Aktivität der Alkalischen Phosphatase (ALP),
des hier verwendeten Markerenzyms der osteogenen Differenzierung, unter osteogener
Stimulation. Abbildung 4.15 zeigt diese Unterschiede: binnen 21 Tagen vervielfachte
sich die Zellzahl bei Spender 40 (rot) beinahe um den Faktor 20, während die Zellzahl
bei Spender 315 (blau) um das 13- und bei Spender 41 (schwarz) lediglich um das 9-
fache zunahm. Weiterhin nahm die spezifische Aktivität der ALP bei entsprechender
Stimulation (OS+) um das ca. 10- (Spender 40 und 41) bis 30-fache zu (Spender 315).
Die Ursachen solch starker Unterschiede sind vielfältig: neben Alter, Geschlecht und
ggf. vorhandenen Erkrankungen des Spenders können auch regelmäßig eingenommene
Medikamente und nicht zuletzt genetische Faktoren die Eigenschaften primärer Zellen
in vitro beeinflussen. Aus diesem Grund werden häufig Zelllinien, also meist durch
Transfektion immortalisierte oder aus Tumorgewebe stammende Zellen wie beispiels-
weise SaOS-2 (humane Osteosarkomazelllinie) oder MC3T3-E1 (murine Osteoblasten-
zelllinie) verwendet. Diese bieten stabilere Proliferationsraten und Enzymaktivitäten,
zeigen jedoch häufig ein gegenüber primären Zellen abweichendes Verhalten und eine
geringere Sensitivität gegenüber veränderten in vitro-Bedingungen (beispielsweise zu
testenden Biomaterialien) [58]. Daher wurden in dieser Arbeit primäre Spenderzellen
verwendet.
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Abb. 4.15: Vergleich der Proliferation und Steigerung der ALP-Aktivität dreier unterschiedlicher Spender
während 21-tägiger Kultivierung mit (OS+) und ohne (OS−) Zugabe osteogener Supplemente.
Interne Spender-Bezeichnung 40 (rot), 41 (schwarz) und 315 (blau).
Im Folgenden werden jeweils repräsentative Ergebnisse aus Experimenten mit einem
der Spender (Spender 40) gezeigt, die Ergebnisse der mit Zellen der anderen Spender
durchgeführten Experimente finden sich im Anhang A.2.
4.2.1 Wirkung von Sr2+-Ionen aus SrCl2 auf hMSC/Osteoblasten
Durch Zugabe von SrCl2 zum Zellkulturmedium wurden Sr2+-Konzentrationen von
bis zu 10 mM eingestellt und deren Einfluss auf die Proliferation und osteogene Diffe-
renzierung von hMSC innerhalb einer Kultivierungsperiode von 3 Wochen untersucht.
Die höchste eingestellte Konzentration war somit weitaus größer als die maximale, in
Zellkulturmedium aus Sr-modifizierten Zementen freigesetzte Sr-Konzentration (ca.
0,15 mM, vgl. Kap. 4.1.4).
Bei Konzentrationen von bis zu 0,1 mM konnte für osteogen stimulierte wie auch für
unstimulierte Zellen eine mit zunehmender Sr-Konzentration gesteigerte Zellzahl be-
obachtet werden (p < 0,05; Abb. 4.16, linke Spalte). Dies spricht für eine durch die
Anwesenheit von Sr2+-Ionen gesteigerte Proliferation sowohl unstimulierter hMSC als
auch der unter osteogener Stimulation zu Osteoblasten differenzierenden Zellen. Dage-
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gen ging die Zahl der OS+-Zellen bei [Sr2+] ≥ 0,1 mM, die der OS−-Zellen bei ≥ 5 mM
deutlich zurück, besonders gut zu erkennen an Tag 21.
Bei jeweils noch höheren Konzentrationen kam es zur weiteren Abnahme der Zellzahl,
im Fall von 10 mM zu einem kompletten Absterben der Zellen. Dies lässt sich durch
das Erreichen zytotoxischer Konzentrationen erklären, was auch anhand einer oberhalb
von 5 mM veränderten Zellmorphologie nachvollzogen werden konnte (nicht gezeigt)
und mit in der Literatur beschriebenen Daten übereinstimmt [122].
Abb. 4.16: Proliferation (links) und osteogene Differenzierung (rechts) von hMSC unter dem Einfluss
unterschiedlicher Sr-Konzentrationen im Medium.
Die Aktivität der ALP, Indikator der fortschreitenden osteogenen Differenzierung, wur-
de ebenfalls durch die Zugabe von SrCl2 in das Zellkulturmedium signifikant beein-
flusst: am 7. Tag der Kultivierung in OS+-Kulturen noch gegenüber OS− recht einheit-
lich erhöht (bei < 5 mM), nahm die spezifische Enzymaktivität zu späteren Zeitpunkten
deutlich mit steigender SrCl2-Konzentration zu (p < 0,05). Ein Maximum wurde an
Tag 14 bei [Sr2+] = 0,1 mM erreicht, bei höheren Konzentrationen nahm die Aktivität
dagegen wieder drastisch ab. An Tag 21 ging die ALP-Aktivität unter Einfluss von 0,001–
0,1 mM Sr2+ gegenüber Tag 14 wieder zurück und war bei ≥ 1 mM stark verringert.
Aufgrund des komplexen Verlaufs der ALP-Aktivität während der osteogenen Diffe-
renzierung, charakterisiert durch 2 Maxima während der frühen und späten Differen-
zierung [14,17], sprechen diese Ergebnisse für eine beschleunigte Differenzierung unter
Einfluss von bis zu 0,1 mM Strontium. Die beobachtete Abhängigkeit der Proliferation
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und osteogenen Differenzierung von der SrCl2-Konzentration deckt sich mit aus der
Literatur bekannten Daten: anhand primärer humaner Knochenzellen wurde von Braux
et al. eine erhöhte Proliferation im Konzentrationsbereich von 0,01–0,1 mM SrCl2 beob-
achtet, wohingegen bei ≥ 1 mM eine Inhibierung des Zellwachstums eintrat. Ebenso
führten in derselben Studie 0,05 mM SrCl2 zu einer Stimulation der Expression mit der
Osteogenese assoziierter Gene (Kollagen I, MMP-1 und MMP-2) [122].
Dagegen wurde in Studien mit humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Na-
belschnurblut (human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, hUMSC) eine Stimu-
lierung der ALP-Aktivität bei bis zu 2 mM SrCl2 beobachtet [50]. Eine vergleichbare
Stimulation der ALP fand sich in murinen Osteoblastenkulturen (MC3T3-E1) bei 1 mM
Sr2+ [123] – Konzentrationen, bei denen in den eigenen Untersuchungen bereits eine
Hemmung einsetzte. Interessanterweise schienen auch in den vorliegenden Untersu-
chungen unstimulierte hMSC toleranter gegenüber erhöhten Sr2+-Konzentrationen zu
sein als osteogen stimulierte Zellen, erkennbar an dem unterschiedlich starken Rück-
gang der Zellzahl an Tag 21 bei einer Konzentration von 1 mM. Während in OS+-Proben
bereits eine Reduktion der Zellzahl auf rund 30 % gegenüber den bei 0,1 mM SrCl2 kul-
tivierten Zellen zu verzeichnen war, sank die Zellzahl in OS−-Proben bei gleicher Sr2+-
Konzentration auf lediglich ~80 %. Eine wahrscheinliche Ursache für diese scheinbar
widersprüchlichen Ergebnisse liegt in der zwischen Stammzellen und bereits in osteoge-
ner Richtung differenzierten Zellen unterschiedlichen Sensitivität gegenüber Sr2+-Ionen.
Beim Vergleich von (murinen) MC3T3-E1 Osteoblasten und pluripotenten C3H10T1/2-
Zellen (ebenfalls murin) wurde eine ähnliche Diskrepanz bereits beschrieben, wobei hier
neben dem in beiden Zelltypen potentiell unterschiedlich stark exprimierten calcium sen-
sing receptor (CaSR) ein weiterer, autocriner Signalweg als Ursache vermutet wird [124].
Somit erklärt sich der beschriebene Unterschied bezüglich der toxisch bzw. inhibierend
wirkenden Sr-Konzentrationen durch die unterschiedlichen Zelltypen bzw. -spezies.
4.2.2 Indirekter Einfluss von SrCPC auf hMSC/Osteoblasten
Während der indirekten Untersuchung der SrCPC in vitro wurden auf Polystyrol wach-
sende Zellen mit auf Zementen konditioniertem Zellkulturmedium kultiviert. Entspre-
chend konnte der Einfluss der aus den Zementen freigesetzten Sr2+-Ionen, aber auch an-
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derer, durch den Zement hervorgerufener Änderungen der Medienzusammensetzung
wie z. B. die Ca2+-Konzentration, auf die Zellen analysiert werden.
Für alle mit auf Sr-haltigen Zementen vorkonditionierten Medien behandelte Zellen
wurde eine gegenüber CPC-Medium signifikant gesteigerte Proliferation beobachtet
(p < 0,05), sowohl in osteogen stimulierten als auch in unstimulierten Proben (Abb. 4.17,
links).
Abb. 4.17: Proliferation (links) und osteogene Differenzierung (rechts) von hMSC unter dem Einfluss auf
CPC und verschiedenen SrCPC konditionierter Medien.
Interessanterweise zeigten sich auch hier Unterschiede zwischen OS+- und OS−-kulti-
vierten hMSC: während in nicht stimulierten Kulturen die Zellzahl auf A-Typ-konditio-
nierten Medien zwar gegenüber CPC gesteigert war, erreichte sie lediglich rund 70 %
der Zellzahl auf S-Typ-beeinflussten Proben. Im Gegensatz dazu scheint die Art der
Sr-Modifikation der Zemente entweder keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen Ze-
ment und OS+-Medium zu haben, oder OS+-Zellen anders auf die vorkonditionierten
Medien zu reagieren: in OS+-Proben war kein signifikanter Unterschied in der Proli-
feration zwischen A- und S-Typ-konditionierten Medien zu erkennen (p > 0,05). Viel-
mehr erreichten ostgeogen stimulierte Zellen unter Einfluss der Sr-Zemente eine mit der
Kontrollgruppe (frisches Zellkulturmedium, PS) nahezu vergleichbare Proliferation. An-
hand der in Abbildung 4.7 gezeigten Ca2+- und Sr2+-Freisetzungsmessungen in OS+-
und OS−-Medium kann erstere Ursache ausgeschlossen werden, da keine (nennens-
werten bzw. systematischen) Unterschiede in der Ionenfreisetzung festgestellt wurden.
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Gleiches gilt für die Entwicklung des pH-Werts, die allerdings aufgrund der Pufferung
des Zellkulturmediums im indirekten Kultursystem eine untergeordnete Rolle spielen
sollte.
Die ALP-Aktivität (Abb. 4.17, rechts) war bei allen mit OS+-Medium von Strontium-
haltigen Zementen behandelten Zellen stärker ausgeprägt als bei solchen mit CPC-
konditioniertem Medium, wobei die unter Einfluss der S-Typ-modifizierten Medien
kultivierten Zellen die höheren ALP-Aktivitäten zeigten. Die höchsten ALP-Aktivitäten
wurden für mit unbehandeltem OS+-Medium (PS) kultivierte Zellen gemessen. Dies
spricht dafür, dass neben aus den Zementen freigesetzte Sr2+-Ionen auch andere, durch
den Zement bedingte Änderungen im Medium einen Einfluss auf die osteogene Dif-
ferenzierung der hMSC haben, wurden doch durch einfache Zugabe von Sr2+-Ionen
zum Medium höhere ALP-Aktivitäten als im reinen Medium erreicht (Kap. 4.2.1). Ins-
besondere die im Überstand von CPC stark verminderte Ca2+-Konzentration könnte
ursächlich für die reduzierte osteogene Differenzierung der damit behandelten Zellen
sein, da Ca2+-Ionen, wie eingangs beschrieben, ein wichtiger Regulator der Osteogenese
sind [20].
4.2.3 Einfluss von SrCPC auf hMSC/Osteoblasten
Im letzten Schritt der Untersuchungen zur in vitro-Osteogenese wurden hMSC direkt
auf CPC und Sr-modifizierten Zementen kultiviert. Neben dem indirekten Einfluss der
freigesetzten bzw. aus dem Medium aufgenommenen Sr2+- und Ca2+-Ionen und der
Änderung des pH-Wertes kommen somit die Oberflächentopographie sowie weitere
Materialeigenschaften, etwa spezifische Oberflächenladungen, zum Tragen.
Zunächst wurde die Besiedelungseffizienz, d. h. der Prozentsatz der bei der Besiede-
lung auf dem Material adhärierten Zellen, bestimmt. Dabei zeigten sich signifikante Un-
terschiede zwischen den Materialien (Abb. 4.18): während auf CPC nach 24 h lediglich
24 % und auf A-Typ-modifizierten Zementen ca. 31–36 % der eingesetzten Zellen adhä-
riert waren, wurde auf S50- und S100-Proben eine weitaus höhere Besiedelungseffizienz
von 54 und 60 % (p < 0,05) und damit nahezu das Niveau von PS (68 %) erreicht. Eine ge-
nerell geringe Adhäsion humaner MSC auf CPC wurde bereits in früheren Studien mit
dem hier verwendeten CPC beschrieben [96]. Als mögliche Ursache für die verbesserte
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Abb. 4.18: Besiedelungseffizienz: Anteil nach 24 h auf CPC und Sr-haltigen Zementen adhärierten hMSC
an der eingesetzten Zellzahl.
Zelladhäsion erscheint die im Fall der Sr-modifizierten Zemente geringere Absenkung
des pH-Werts in den sauren Bereich. Einen anderen Erklärungsansatz liefern Xue et al.,
die anhand von Zellen einer humanen Osteoblasten-Precursor Zelllinie eine verbesserte
Adhäsion auf Sr-haltigem Apatit gegenüber reinem HA beschreiben: Diese wird auf
eine höhere Löslichkeit und damit erhöhte Bioaktivität (hier im Sinn einer begünstigten
Apatit-Bildung an der Oberfläche) des SrHA zurückgeführt, da die feine Apatitkristall-
Schicht auf der Materialoberfläche die Zelladhäsion begünstigte [125]. In der Tat zeigen
gerade S-Typ-modifizierte Zemente nach Auslagerung in Zellkulturmedium eine durch
die Bildung feiner Apatitkristalle homogenere Oberfläche (siehe Anhang, Abb. A.1) und
verminderte Rauheit (Abb. 4.9), die unter Umständen zu einer verbesserten Zelladhäsi-
on beitragen. Diese zeigte sich auch bei morphologischer Betrachtung der Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie: Wie in Abbildung 4.19 zu erkennen ist, waren nach 7-tägiger
osteogener Stimulation auf CPC nur wenige, eher rund geformte, wenig ausgebreitete
Zellen und Zellaggregate auf der Zement-Oberfläche zu sehen. Weiter ausgespreitete,
eher spindelförmige Zellen mit deutlich ausgebildetem Cytoskelett wurden dagegen
auf A-Typ-Zementen (hier exemplarisch A10), insbesondere jedoch auf S-Typ-Zementen
gefunden. Auf letzteren hatte sich nach 7 Tagen bereits ein dichter, konfluenter Zellrasen
ausgebildet.
Anhand von REM-Aufnahmen (Abb. 4.20) ist zu erkennen, dass auch nach 14 Tagen
noch sehr deutliche Unterschiede zwischen auf CPC und den Sr-modifizierten Zemen-
ten kultivierten Zellen bestehen: während auf CPC ausgebreitete, abgeflachte Osteo-
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Abb. 4.19: Osteogen stimulierte hMSC auf CPC (A), A10 (B) und S100 (C) an Tag 7. Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen (blau: DAPI-Färbung der Zellkerne; grün: Aktin-Färbung des Cytoske-
letts).
blasten in mehrzelligen Clustern auf der Oberfläche zu sehen sind, hat sich auf A- und
S-Typ-Zementen ein homogener, konfluenter Zellrasen gebildet.
Die qualitativen Ergebnisse der Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie be-
stätigten sich in den biochemischen Analysen; auch hier konnten deutliche Unterschie-
de zwischen CPC und den Sr-modifizierten Zementen festgestellt werden. In Abbil-
dung 4.21 sind exemplarisch die Ergebnisse der Zellzahl- und ALP-Aktivitätsmessung
eines der drei untersuchten Spender gezeigt (Spender 40). Auf allen Sr-haltigen Zemen-
ten wurde nach 21 Tagen eine gegenüber CPC um das 6- bis 12-fach höhere Zelldichte
gemessen (Abb. 4.21, links), wobei dies sowohl unter OS−- als auch OS+-Bedingungen
der Fall war. Auf S100 wurde in beiden Fällen sogar eine mit PS vergleichbare Zelldichte
erreicht, entsprechend einer Zunahme der Zellzahl um den Faktor 20 über 21 Tage.
Interessanterweise lässt sich im hier gezeigten Experiment ein Unterschied zwischen
OS+- und OS−-Kulturen erkennen: Anders als während der zuvor beschriebenen indi-
rekten Versuche zeigten osteogen stimulierte Zellen im direkten Materialkontakt nur
auf S-Typ-Proben eine höhere Proliferation, während unstimulierte hMSC unabhängig
vom Typ der Modifikation prinzipiell eine in Anwesenheit von Strontium gesteigerte
Proliferation aufwiesen. Zwar ist auch hier eine vom jeweiligen Typ bzw. Differenzie-
rungsstadium der Zellen abhängige Reaktion denkbar, allerdings war dieser Effekt nur
in einem der drei durchgeführten Experimente erkennbar: Zellen der beiden anderen
Spender zeigten sowohl unter OS+- wie auch OS−-Bedingungen eine höhere Zelldichte
auf S-Typ-Zementen. Da wie zuvor diskutiert weder Sr2+- noch Ca2+-Konzentrationen
im Überstand der Zemente entsprechende systematische Unterschiede aufwiesen, er-
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Abb. 4.20: REM-Aufnahmen osteogen stimulierter hMSC auf CPC und Sr-modifizierten Zementen an
Tag 14.
scheint hier der Einfluss der homogeneren, weniger grob strukturierten Materialober-
fläche als wahrscheinlichere Ursache.
Deutlich wird ebenfalls die auf dem unmodifizierten CPC stark eingeschränkte os-
teogene Differenzierung der Zellen: in Abbildung 4.21 (rechts) ist zu erkennen, dass
die ALP-Aktivität der OS+-Zellen auf CPC innerhalb von 21 Tagen kaum zunahm und
selbst an ihrem Maximum an Tag 14 lediglich ~50 % der auf Sr-haltigen Zementen ge-
messenen Enzymaktivität erreichte. Dagegen war die ALP-Aktivität auf A- und S-Typ-
Zementen bereits an Tag 7 gegenüber der Kultivierung auf CPC deutlich erhöht. An
den Tagen 14 und 21 wurden auf diesen Proben rund 65–95 % des für die Kontroll-
gruppe (PS) gemessenen Wertes erreicht. Die osteogene Differenzierung der Zellen war
folglich auf CPC deutlich verzögert, auf A- und S-Typ-Zementen jedoch nahezu unein-
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Abb. 4.21: Proliferation (links) und osteogene Differenzierung (rechts) von hMSC auf CPC und Sr-
modifizierten Zementen.
geschränkt fortgeschritten, was auf eine deutliche Stimulation der Osteogenese durch
die Sr-Modifikation hinweist.
Die hier exemplarisch an einem der drei durchgeführten Experimente gezeigten Er-
gebnisse wurden mit Zellen zweier weiterer Spender (Spender 41 und 315) bestätigt.
Unabhängig von der spenderspezifischen Proliferationsrate der Zellen zeigte sich zu
allen Zeitpunkten auf CPC eine Abnahme der Zellzahl um ca. 75 % gegenüber den auf
PS kultivierten Zellen (Abb. 4.22). Auf A- und insbesondere S-Typ-Zementen war der
Unterschied der Zellzahl gegenüber den auf PS kultivierten Zellen und damit die Beein-
trächtigung der Proliferation auf dem Material geringer. Auffällig ist auch hierbei die
für Zellen unter OS−-Bedingungen vergleichsweise höhere Proliferation, die sich durch
die in OS+-Proben einsetzende osteogene Differenzierung verminderte Proliferations-
rate erklären lässt [126]. Die Material-abhängigen Unterschiede waren, insbesondere
für S-Typ-Zemente sowie zu späteren Zeitpunkten, für eine Mehrheit der untersuchten
Proben statistisch signifikant, so dass insgesamt eine verbesserte Proliferation der auf
Strontium-Zementen kultivierten Zellen gegenüber der CPC-Kontrollgruppe festgestellt
werden konnte4.
4 Eine detaillierte Übersicht zur statistischen Analyse findet sich im Anhang, Tab. A.2.
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Abb. 4.22: Zusammenfassung der relativen Änderung der Zellzahl auf CPC und Sr-modifizierten Zemen-
ten gegenüber PS für alle drei untersuchten Spender.
Ein Vergleich der 3 Experimente bezüglich der osteogenen Differenzierung zeigt eben-
falls einen eindeutigen Vorteil der Sr-Zemente (Abb. 4.23). Während an Tag 7 aufgrund
der insgesamt geringen ALP-Aktivität noch kaum systematische Unterschiede zu er-
kennen waren, zeigte sich an den Tagen 14 und 21 eine verglichen mit CPC höhere
Enzymaktivität bei hMSC-Kulturen auf A- und S-Typ-Zementen. Auf einzelnen S100-
Proben wurden sogar höhere Aktivitäten als auf PS gemessen, was für eine beinahe
unbeeinflusste Differenzierung der Zellen auf diesem Material spricht.
Bei der Untersuchung der ALP-Expression auf RNA-Ebene dagegen waren entsprechen-
de Trends kaum zu erkennen (Abb. 4.24). Dabei ist anzumerken, dass die Ausbeute an
Gesamt-RNA (nach Isolierung von den zellbesiedelten Zementproben) aufgrund der
aus früheren Studien bekannten hohen Bindungskapazität der Zemente für Nukleinsäu-
ren äußerst gering war, was eine verlässliche Interpretation der Ergebnisse erschwerte.
Deutlich wird allerdings, dass bereits an Tag 7 und insbesondere an den Tagen 14 und
21 die für ALP codierende mRNA unter OS+-Bedingungen verstärkt exprimiert wurde,
was der Erwartung entspricht. Dies gilt auch für die Kultivierung auf CPC, obwohl an-
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Abb. 4.23: Zusammenfassung der relativen Änderung der spezifischen ALP-Aktivität von auf CPC und
Sr-modifizierten Zementen kultivierten hMSC (OS+) gegenüber dem Referenzmaterial PS für
alle drei untersuchten Spender.
hand der biochemischen Quantifizierung der ALP-Aktivität eine schwächere Expression
als auf den Sr-haltigen Materialien zu erwarten gewesen wäre. Auffällig sind dagegen
die Ergebnisse auf CPC an Tag 21: sowohl in OS+- als auch OS−-Kulturen war eine
deutliche Herabregulierung zu verzeichnen.
Dagegen zeigte der zweite untersuchte, späte Differenzierungsmarker BSPII, ein cha-
rakteristisches Strukturprotein der mineralisierten Knochenmatrix, ein eindeutigeres
Bild: Nach einer beginnenden Hochregulierung der Expression an Tag 7, beinahe ver-
gleichbar mit der für hMSC-Kulturen auf PS gemessenen, zeigten alle Zellen auf Sr-
haltigen Zementen an Tag 14 eine deutlich erhöhte BSPII-Expression. Auf S-Typ-Zemen-
ten, insbesondere auf S50, war bereits an Tag 7 eine deutliche Steigerung der Expression
erkennbar, was auf eine fortgeschrittene osteogene Differenzierung hindeutet.
Die im direkten Materialkontakt beobachteten Effekte entsprechen damit weitgehend
den zuvor beschriebenen Ergebnissen der indirekten Zellkultur: auch hier stellte sich
die Sr-Modifikation der Zemente als für die zelluläre Reaktion vorteilhaft heraus (vgl.
Kap. 4.2.2).
In vitro-Untersuchungen zur Osteogenese auf vergleichbaren, Strontium-haltigen Apa-
titzementen sind in der Literatur kaum beschrieben. In einer Studie von Tadier et al.
wird die Kultivierung von hMSC im direkten Kontakt mit auf einem DCPD/CaCO3-
Precursor basierenden Zementen, welchen SrCO3 in fester oder flüssiger Form beige-
mischt wurde, beschrieben [127]. Diese Zemente zeigten jedoch im Gegensatz zu den
hier entwickelten Materialien eine sehr hohe initiale Sr2+-Freisetzung (inital burst), wes-
halb durch die regelmäßigen Mediumswechsel vermutlich nach einigen Tagen nur noch
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Abb. 4.24: Relative Expression der für ALP (A) und BSPII (B) codierenden mRNA von auf CPC und ver-
schiedenen Strontium-modifizierten Zementen unter OS+ und OS−-Bedingungen kultivierter
hMSC.
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äußerst geringe Sr-Konzentrationen in vitro vorherrschten. Dennoch wurde auf den mit
festem SrCO3 modifizierten, dem hier verwendeten A-Typ ähnlichen Zementen eine ver-
besserte Proliferation der Zellen beobachtet. Die osteogene Differenzierung wurde nur
anhand der Expression von Osteocalcin und ALP auf mRNA-Ebene untersucht, wobei
keine signifikanten Änderungen festgestellt wurden. Für einen auf α-TCP basierenden,
jedoch auch Polymere enthaltenden Zement wurde von Panzavolta et al. eine leicht
erhöhte ALP-Aktivität und eine leichte Steigerung der Expression von Osteocalcin und
Produktion von Osteoprotegerin beschrieben [95]. Für den von Guo et al. entwickel-
ten, auf TTCP, DCPA, und SrHPO4 basierenden Apatit-Zement wurde lediglich dessen
Cytokompatibilität bestätigt [79]. Sr-haltige Bruschitzemente, welche weitaus schneller
degradieren und entsprechend eine höhere, konstante Sr-Freisetzungskinetik besitzen,
zeigten sich in vitro hinsichtlich der Proliferation oder metabolischen Aktivität der Zel-
len ebenfalls keine Vorteile gegenüber Sr-freien Varianten [86].
Ein direkter Vergleich dieser Studien mit den hier beschriebenen Daten ist aufgrund
der verschiedenen Zementsysteme, welche unterschiedliche ionische Interaktionen mit
dem Medium (besonders Sr2+-Freisetzung, Ca2+-Konzentration und pH-Wert), Rauhei-
ten, Porositäten etc. bedingen, nicht möglich, auch weil zumeist lediglich Daten direkter
Zellkultursysteme beschrieben wurden. Dennoch wurde in keinem Fall eine erhöhte
Cytotoxizität oder eine die osteogene Differenzierung hemmende Wirkung einer Modi-
fizierung beschrieben beschrieben.
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4.3 In vitro-Charakterisierung der Osteoklastogenese
Die Untersuchungen zur Osteoklastogenese wurden, ähnlich wie zuvor die zur Osteo-
genese, in mehreren Stufen durchgeführt: Zunächst wurde der Einfluss verschiedener
Sr2+-Konzentrationen auf die Bildung von Osteoklasten aus primären humanen Mo-
nozyten, anschließend die Osteoklasten-Bildung und die Resorption der Zemente in
direkter Kultur untersucht.
Osteoklasten (bzw. Osteoklasten-artige Zellen) wurden durch Stimulation humaner
primärer Monozyten, welche aus buffy coats isoliert wurden, mit den Cytokinen RANKL
und M-CSF erhalten. In Abbildung 4.25 ist zu sehen, wie sich unter Einfluss von M-CSF
(ab initio im Medium enthalten) aus kleinen, kugelförmigen Monozyten (A) zunächst
Kolonien bildeten (B), deren Zellen anschließend unter Einfluss von M-CSF und RANKL
zu Osteoklasten fusionierten. Gut erkennbar sind die flächige Morphologie der auf
Polystyrol über 100 µm großen Zellen sowie deren Mehrkernigkeit (C).
Deutlich zu erkennen ist ebenfalls, dass an Tag 9 neben den gebildeten Osteoklasten
auch noch andere Zellen in der Kultur vorhanden waren, bei denen es sich aufgrund
ihrer spindelförmigen Morphologie wohl nicht um Monozyten oder Osteoklasten han-
delte. Obwohl durch den Präparationsprozess theoretisch keine anderen, adhärent wach-
senden Zellen in der gewonnenen PBMC-Fraktion enthalten sein dürften, wurden diese
Zellen bei allen durchgeführten Präparationen beobachtet. Weiterhin sind kleine runde,
nur wenig adhärente Zellen erkennbar, deren Typ nicht näher bestimmt werden konnte.
Aufgrund der Ergebnisse der Materialcharakterisierung sowie der in vitro-Experimente
zur Osteogenese, welche sowohl eine höhere Festigkeit als auch verbesserte in vitro-
Abb. 4.25: Lichtmikroskopische Aufnahmen der in vitro-Osteoklastogenese: undifferenzierte Monozyten
(A), Koloniebildung (B) und mehrkerniger Osteoklast (C).
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Eigenschaften für S-Typ-Zemente ergaben, wurden Untersuchungen zur Osteoklasto-
genese lediglich auf CPC und S-Typ-modifizierten Zementen durchgeführt. Ziel der
Sr-Modifizierung war dabei ausdrücklich nicht, die Osteoklastogenese zu unterbinden;
vielmehr ist die Bildung reifer Osteoklasten für ein intaktes Signalling von Osteoklasten
und Osteoblasten und damit für die Remodellierung des Knochens unabdingbar und
sollte im Fall einer Osteoporose lediglich reduziert werden. Wünschenswert dagegen
ist im Fall der angestrebten Versorgung osteoporotischer Knochendefekte eine Vermin-
derung der tatsächlichen osteoklastären Resorption.
Bedingt durch die Entstehung osteoklastärer Zellen durch Fusion mononukleärer Vor-
läuferzellen und der daraus folgenden Mehrkernigkeit der Zellen ist eine Ableitung
der Zellzahl aus dem DNA-Gehalt und eine Korrelation der Zellzahl mit der intrazel-
lulären LDH-Aktivität wie im Fall der hMSC nicht möglich. Entsprechend konnten die
gemessenen Aktivitäten osteoklastärer Enzyme nicht auf die Zellzahl normiert werden,
vielmehr wurde die Gesamt-DNA-Menge pro lysierter Probe zur Normierung herange-
zogen. Weiterhin wurde der während der Experimente zur Osteoklastogenese gemesse-
ne DNA-Gehalt pro well unter folgenden Gesichtspunkten betrachtet:
• Ein über die Zeit konstanter DNA-Gehalt entspricht einer konstanten Zellzahl
eines Zelltyps ohne Proliferation oder Absterben einzelner Zellen, oder. . .
• . . . einer Bildung mehrkerniger Zellen (neuer Zelltyp) ohne Proliferation oder Ab-
sterben der Vorläuferzellen oder Absterben der gebildeten Osteoklasten.
• Eine Abnahme des DNA-Gehalts deutet auf ein Absterben der ein- oder mehrker-
nigen Zellen hin (Apoptose).
• Eine Zunahme der DNA-Menge ist nur durch Proliferation zu erklären. Da Osteo-
klasten nicht zur Proliferation fähig sind, bedeutet dies eine Verunreinigung der
Kultur mit anderen Zelltypen.
4.3.1 Wirkung von Sr2+-Ionen auf Monozyten
Analog zur Untersuchung des Einflusses von Sr2+-Ionen auf Proliferation und osteoge-
ne Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (Kap. 4.2.1) wurde die Wirkung mit
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der Freisetzung aus modifizierten Zementen vergleichbarer Sr2+-Konzentrationen auf
die Osteoklastogenese sowie auf die Aktivität Osteoklasten-spezifischer Enzyme unter-
sucht.
Bis zu einer Konzentration von 1 mM SrCl2 im Zellkulturmedium wurde über 21 Ta-
ge ein konstanter DNA-Gehalt in osteoklastär stimulierten Monozytenkulturen gemes-
sen (Abb. 4.26). Bei höheren Konzentrationen kam es mit steigender Sr-Dosis zu einer
Abnahme des DNA-Gehalts und somit wahrscheinlich zur Apoptose osteoklastärer
und/oder nicht differenzierter Zellen bzw. anderer Zellentypen. Dies erscheint inso-
fern plausibel, da vergleichbare Sr2+-Konzentrationen (10 mM und darüber) auch in
lapinen Osteoklastenkulturen als Apoptose-induzierend beschrieben wurden [54]. Ent-
sprechend ist davon auszugehen, dass die aus den vorliegenden Zementen freigesetzten
Strontiumkonzentrationen im Bereich um 0,1 mM die in vitro-Osteoklastogenese erlau-
ben.
Abb. 4.26: Relative Änderung des DNA-Gehalts in osteoklastär stimulierten Monozytenkulturen wäh-
rend 21-tägiger Kultivierung mit unterschiedlichen Sr2+-Konzentrationen.
Die Wirkung hoher Strontium-Konzentrationen auf osteoklastäre Kulturen konnte an-
hand lichtmikroskopischer Aufnahmen bestätigt werden: Bis einschließlich 1 mM wur-
de eine annähernd konfluente Besiedelung der PS-Oberflächen beobachtet (Abb. 4.27).
Dabei ließen sich unterschiedliche Zellmorphologien unterscheiden: Neben spindelför-
migen, in der histologischen Färbung dunkel erscheinenden Zellen wurden bereits an
Tag 9 große (ca. 100 µm), mehrkernige Zellen beobachtet, die aufgrund der für Osteo-
klasten charakteristischen Aktivität der tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP,
rote Färbung) als Osteoklasten identifiziert werden konnten. Bei höheren Sr2+-Konzen-
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trationen wurden nur noch wenige, vorwiegend spindel- bis kugelförmige Zellen vorge-
funden. Somit konnte die Bildung von Osteoklasten aus Monozyten auch in Gegenwart
von < 5 mM Sr2+-Ionen im Medium bestätigt werden. Bei Konzentrationen von 5 mM
SrCl2 und mehr wurden keine Zellen mit Osteoklasten-ähnlicher Morphologie oder
positiver TRAP-Färbung mehr beobachtet, vielmehr nahm die Zelldichte drastisch ab.
Biochemisch konnte dagegen selbst bei 10 mM SrCl2 eine Aktivität der TRAP in den
untersuchten Lysaten nachgewiesen werden (Abb. 4.28), jedoch war diese unter Ein-
fluss von ≥ 0,1 mM Strontium ab Tag 14 signifikant reduziert (p < 0,05). Dies kann
wiederum zweierlei Ursachen haben: entweder ist die Enzymaktivität der gebildeten
Osteoklasten gering (was zumindest bei ≥ 5 mM aufgrund der fehlenden Zellen mit
osteoklastärer Morphologie unwahrscheinlich ist), oder die Differenzierung zu TRAP-
positiven Osteoklasten war stark vermindert. Unabhängig davon korreliert das Ergeb-
nis mit einer von Bonnelye et al. veröffentlichten Studie, in der eine Verminderung der
TRAP-Aktivität primärer muriner Osteoklasten bei Konzentrationen > 0,1 mM Stronti-
um beschrieben wird. Erst bei der höchsten untersuchten Konzentration, 24 mM, wurde
eine vollständige Inhibierung der TRAP beobachtet [128]. Vergleichbare Effekte erhöhter
Sr-Konzentrationen wurden auch anhand einer osteoklastär stimulierten Monozyten-
zelllinie (murin, RAW 264.7) sowie primärer Monozyten aus humanem, peripherem Blut
(PBMC) beschrieben [129].
Ein weiteres, für die resorptive Aktivität der Osteoklasten charakteristisches Enzym,
die Carbonanhydrase II (CAII), zeigte auch bei Konzentrationen oberhalb 0,1 mM SrCl2
keine signifikante Abnahme der Aktivität; hier kam es erst bei mehr als 5 mM zu ei-
nem inhibierenden Effekt. Vergleichbare Daten bzgl. humaner Osteoklasten sind in der
Literatur nicht beschrieben, jedoch zeigen Baron et al. in einer Studie mit Strontiumrane-
lat eine dosisabhängige Abnahme der CAII-Expression in osteoklastogen-stimulierten
Knochenzellen aus Hühnerknochenmark [130].
Es konnte also gezeigt werden, dass Sr2+-Konzentrationen, die mit den aus den hier
untersuchten SrCPC freigesetzten Mengen vergleichbar sind, die Osteoklastogenese
sowie die Aktivität osteoklastenspezifischer Enzyme in vitro signifikant beeinflussen
(p < 0,05). Dabei kommt es jedoch zunächst nicht zu einer vollständigen Hemmung der
Osteoklastogenese ([Sr2+] < 5 mM), was insofern von Bedeutung ist, als Osteoklasten
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Abb. 4.27: Lichtmikroskopische Aufnahmen von osteoklastär stimulierten Zellen nach 9 Tagen unter
Einfluss verschiedener Sr-Konzentrationen. Kombinierte TRAP- (rot) und Hämalaun-Färbung
(Zellkerne, blau).
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Abb. 4.28: Relative Änderung der TRAP- und CAII-Aktivität in osteoklastär stimulierten Monozytenkul-
turen während 21-tägiger Kultivierung mit unterschiedlichen Sr-Konzentrationen.
eine wichtige Rolle in der zellulären Kommunikation im Knochen und somit in der
Regulation der osteoblastären Knochenneubildung spielen [18, 56].
4.3.2 Osteoklastogenese auf Sr-modifizierten Zementen
Im direkten Materialkontakt kommt, neben der Sr2+-Freisetzung und Ca2+-Aufnahme
durch die Zemente sowie der pH-Wert-Änderung des Mediums, auch die Oberflächen-
topografie der Materialien zum Tragen. Dies ist insbesondere bei der Osteoklastogenese
von Bedeutung, da zur Bildung resorptionsfähiger Osteoklasten die Ausbildung einer
dichten sealing zone gehört (vgl. Kap. 2.1.2). Im Fall extrem rauer Oberflächen, oder bei
hoch mikroporösen Substraten, ist dies ggf. nicht möglich und die Osteoklastogenese
bzw. resorptive Aktivität ist gestört. So beschreiben etwa Costa et al. eine Steigerung der
Osteoklastogenese bei einer Verringerung der Rauheit von Hydroxylapatit-Schichten
von Ra= 2 µm auf 1 µm [131]. Entsprechend ist im Bereich der für CPC-, S50- und
S100-Proben gemessenen Rauheit (Ra = 0,4–0,5 µm) kein negativer Einfluss auf die Os-
teoklastogenese zu erwarten.
Anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen nach 9 Tagen konnten auf CPC
und S100 anhand des ausgeprägten Aktinrings sowie ihrer Mehrkernigkeit osteoklastä-
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re Zellen identifiziert werden (exemplarische Aufnahmen sind im Anhang, Abb. A.9
dargestellt). Daneben wurden auch zahlreiche mononukleäre Zellen beobachtet, die
wahrscheinlich andere, nach der Präparation als Verunreinigung vorhandene Zellty-
pen darstellen. Um die Morphologie der gebildeten Osteoklasten besser beurteilen zu
können, wurden auch mittels MACS gereinigte Monozyten auf CPC-, S50- und S100-
Zementen über 9 und 16 Tage kultiviert und ebenso gefärbt (Abb. 4.29). Die ausgeprägte
Aktinring-Bildung wurde dabei bestätigt, jedoch wurden bei dieser Präparationsmetho-
de keine mehrkernigen Zellen gefunden.
Abb. 4.29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Osteoklasten nach 9 (oben) und 16 Tagen (unten)
Kultivierung auf CPC, S50 und S100. Aktin- (Cytoskelett, grün) sowie DAPI-Färbung (Zellker-
ne, blau).
Interessanterweise kommt es im Gegensatz zu den zuvor diskutierten Untersuchun-
gen auf PS (wie auch auf der hier mitgeführten PS-Kontrollgruppe) auf den Zementen
kaum zur Zunahme des DNA-Gehalts (Abb. 4.30 A). Im Unterschied zu Capuccini et
al., die über eine zunehmende Zellzahl auf Hydroxylapatit, aber eine Verringerung der
Proliferation auf Sr-substituiertem HA berichten [132], spricht dies nach den in Ab-
schnitt 4.3.1 angestellten Überlegungen für eine stark verminderte Proliferation nicht-
osteoklastärer Zellen bzw. für eine weitgehende Fusion der auf den Zementen adhärier-
ten Zellen zu nicht mehr teilungsfähigen Osteoklasten. Im Fall des CPC kam es zwi-
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schen Tag 9 und 16 sogar zu einer starken Abnahme des DNA-Gehalts und folglich der
Zellzahl. Es ist denkbar, dass dies auf die auch für hMSC beobachtete höhere Cytokom-
patibilität der S-Typ-Zemente zurückzuführen ist, aufgrund derer nicht-osteoklastäre
Zellen auf dem Zement absterben, beispielsweise aufgrund der veränderten pH- und
[Ca2+]-Verhältnisse.
Ein deutlicher Einfluss der S-Typ-Modifizierung konnte auf die Aktivität beider für
die Osteoklastogenese charakteristischer Enzyme, TRAP und CAII, nachgewiesen wer-
den (Abb. 4.30): Zwar nahm die TRAP-Aktivität auf allen untersuchten Zementen zwi-
schen Tag 1 und 9 deutlich zu, jedoch waren die auf S50 und S100 gemessenen Ak-
tivitäten gegenüber CPC deutlich geringer. An Tag 16 wiederum wurde auf S50 eine
tendenziell erhöhte Aktivität gemessen, während auf CPC die Aktivität wieder abnahm
und auf S100 weitgehend unveränderte Werte gemessen wurden. Aufgrund der großen
Unterschiede zwischen den Zellen der beiden untersuchten Spender waren diese Trends
jedoch nicht signifikant. Als Ursache für den unterschiedlichen Einfluss von CPC und
Sr-haltigen Zementen kommt neben der Sr2+-Freisetzung, deren Effekt im vorausge-
henden Abschnitt beschrieben wurde, auch die im Überstand der Zemente veränderte
Ca2+-Konzentration in Frage. Wie in der Literatur beschrieben beruht die Wirkung bei-
der Ionen auf Osteoklasten bzw. deren Bildung unter anderem auf der Interaktion von
Ca2+-Ionen mit dem CaSR (calcium sensing receptor) [52]. Dadurch sind hier sowohl syn-
ergistische (verminderte Ca2+-Konzentration und Hemmung des CaSR durch Sr2+) als
auch gegenläufige Effekte (Ausgleich des Ca2+-Mangels durch Sr2+) denkbar. Schließ-
lich ist auch der geringere Einfluss der S-Typ-modifizierten Zemente auf den pH-Wert
von Bedeutung: Wie von Schilling et al. gezeigt, verringert sowohl ein pH-Wert ober-
als auch unterhalb 7,1 signifikant die Zahl der in vitro gebildeten Osteoklasten [133].
Insofern wäre die Osteoklastogenese auf S50 und S100 gegenüber CPC auch in dieser
Hinsicht begünstigt (vgl. Abb. 4.5).
Unabhängig von solchen Überlegungen wurden auf allen untersuchten Zementen die
Enzyme TRAP und CAII nachgewiesen, was auf die Genese prinzipiell resorptionsfähi-
ger Osteoklasten hindeutet. Entsprechend wurde anschließend die tatsächliche Resorp-
tion der Zemente untersucht.
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Abb. 4.30: Relative Änderung von DNA-Gehalt sowie der spezifischen TRAP- und CAII-Aktivität wäh-
rend der Osteoklastogenese auf CPC, S50- und S100-Zementen.
Anhand von REM-Aufnahmen von Zementen, von denen die darauf kultivierten
Osteoklasten entfernt wurden, zeigten sich tatsächlich Spuren osteoklastärer Resorpti-
on: In Abbildung 4.31 (links) ist zu erkennen, dass sich auf CPC bereits an Tag 9 erste
Anzeichen zur Bildung von Lakunen finden, obwohl die zelluläre Resorption von CD-
HA in der Literatur als sehr gering beschrieben wird. Grossardt et al. dokumentieren
innerhalb von 13 Tagen die Resorption von 0,01 % des eingesetzten HA-Zements nach
Inkubation mit durch RANKL stimulierten RAW 264.7-Zellen – wenig im Vergleich mit
Buschit- oder Monetit-Zementen [134]. An Tag 16 waren auf allen Materialien deutliche
Resorptionsspuren vorhanden (Abb. 4.31, rechts). Hier ließ sich ein eindeutiger Einfluss
der Sr-Modifikation feststellen: während auf CPC zahlreiche deutlich ausgeprägte, tiefe
Lakunen gefunden wurden, waren deren Zahl und Tiefe auf S50 und insbesondere S100
deutlich verringert.
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Abb. 4.31: REM-Aufnahmen von CPC-, S50- und S100-Proben nach 9 (links) und 16 Tagen (rechts) Kulti-
vierung mit Osteoklasten nach der Zelllyse.
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Studien zur osteoklastären Resorption Sr-modifizierter Calciumphosphate oder Calci-
umphosphatzemente sind in der Literatur bislang nicht vertreten. Lediglich Yang et al.
beschrieben ein Zellkulturmodell, in dem die Resorption zuvor in übersättigter Lösung
mineralisierter Schichten auf Polystyrol untersucht wurde. Hierbei wurde gezeigt, dass
Mineralschichten mit einem Sr/Ca-Verhältnis im Bereich von 0–0,7 5 mit zunehmendem
Sr-Gehalt nach 40-stündiger Inkubation weniger Resorptionslakunen aufwiesen [135].
Die hier gefundene Abnahme der osteoklastären Resorption von S50- und S100-Zemen-
ten im Vergleich zu unmodifiziertem CPC bestätigt einen direkten Effekt der Modifizie-
rung auf die osteoklastäre Aktivität. Da es nicht zu einer Abnahme des DNA-Gehalts
(Abb. 4.26), welche für eine Sr-induzierte Apoptose sprechen würde [54], kam und
auch keine morphologischen Änderungen beobachtet wurden (Abb. 4.29), scheint eine
direkte Wirkung der Sr-Modifikation auf die Resorptionsaktivität vorzuliegen. Diese
Annahme wird gestützt durch den für Osteoklasten, die auf S-Typ-Zementen kultiviert
wurden, gemessenen Aktivitätsverlauf der an der Resorption beteiligten Enzyme TRAP
und CAII: die vorhandene Aktivität beider Enzyme belegt die Genese funktionaler
Osteoklasten, deren gegenüber CPC verändertes zeitliches Muster jedoch auch den Ein-
fluss des Strontiums. Dies deutet darauf hin, dass die eingangs formulierte Forderung,
für das bone signalling wichtige, funktionale Osteoklasten zwar zu erhalten, deren re-
sorptive Aktivität jedoch zu vermindern, von den entwickelten S-Typ-Zementen erfüllt
wird.
5 Für A5- und A10-Zemente beträgt das Sr/Ca-Verhältnis 0,08 bzw. 0,16, für S50- und S100-Zemente
0,13 bzw. 0,27. Die in dieser Arbeit beschriebenen Zemente weisen also geringere Sr-Gehalte auf als
das von Yang et al. beschriebene Material.
97

5 Ergebnisse weiterer Kooperationsstudien
Die in dieser Arbeit entwickelten Strontium-modifizierten Knochenzemente wurden
von mehreren kooperierenden Arbeitsgruppen im Rahmen des Sonderforschungsbe-
reichs Transregio 79 mit ganz unterschiedlichen Zielsetzungen und Methoden unter-
sucht, wobei sich äußerst interessante Resultate ergaben. Zwei dieser Studien sollen im
Folgenden kurz vorgestellt werden.
Strontium-modifizierte CPC stimulieren die Knochenneubildung in einem
osteoporotischen in vivo-Defektmmodell
Der entwickelte Sr-haltige Knochenzement S100 wurde in einer in vivo-Studie im La-
bor für Experimentelle Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universität Gießen in einem
metaphysären Knochendefekt im osteoporotischen Ratten-Modell implantiert [136]. Die
Tiere, 45 weibliche Sprague-Dawley Ratten, wurden dabei zunächst beidseitig ovarekto-
miert (OVX) und erhielten für 3 Monate eine spezielle, u. a. Ca2+-, PO3−4 - und Vitamin D-
arme Diät, was zu einem osteopenischen Knochenstatus führte. Als Defektmodell wur-
de ein 4 mm großer, keilförmiger Defekt in der distalen Metaphyse präpariert und im
Fall der Kontrollgruppe (Leerdefekt) lediglich mit einer Osteosyntheseplatte fixiert [137].
Dies ähnelt einer bei Osteoporose gängigen Fraktursituation – insbesondere bei Stürzen
kommt es durch Abstützen mit den Händen bei Patienten häufig zu metaphysären Frak-
turen. In den beiden experimentellen Gruppen wurden die gesetzten Defekte mit CPC
(als Vergleichsgruppe) und S100-Zement gefüllt (Abb. 5.1). Nach einer Standzeit von
6 Wochen wurde das Defektareal mittels Histologie, Histomorphometrie und ToF-SIMS
untersucht.
Mit Hilfe der Flugzeit-Massenspektrometrie (ToF-SIMS, siehe Kap. 3.2.4) konnte ge-
zeigt werden, dass aus dem S100-Zement freigesetztes Strontium in unmittelbarer Nähe
des Zements, also im Bereich der Knochenneubildung, aber auch in bis zu 6 mm Distanz
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Abb. 5.1: Implantation des entwickelten S100-Zements in einen metaphysären critical-size-defect im dista-
len Femur osteoporotischer Ratten: Leerdefekt (A) und mit Zement gefüllter Defekt (B). Abbil-
dung aus: [136].
zum Material nachweisbar war. Das Konzept der lokalen Freisetzung von Sr2+-Ionen
direkt in den Knochendefekt bzw. in das an der Heilung beteiligte umliegende Gewebe
wurde also bestätigt. Weiterhin konnte in der S100-Gruppe eine gegenüber CPC erhöhte
Knochenneubildung im Bereich des Gewebe-Material-Kontaktes sowie im gesamten
Defektbereich, in der Immunhistologie eine stark positive BMP-2-Färbung sowie eine
verstärkte Expression von Osteoprotegerin und Osteocalcin bei gleichzeitiger Verminde-
rung der RANKL-Expression nachgewiesen werden. Dies spricht für eine die Knochen-
neubildung stimulierende Wirkung der Sr-Modifikation bei gleichzeitig intaktem bone
signalling, jedoch bei herabregulierter osteoklastärer Resorption. Interessanterweise wur-
de auch eine höhere Anzahl TRAP-positiver Zellen im Bereich des Sr-haltigen Materials
gefunden – es kommt also nicht zum Absterben der für das bone signalling wichtigen
osteoklastären Zellen. Somit konnte die Eignung des S100-Zements für die Versorgung
osteoporotischer Knochendefekte sowie dessen die Osteogenese stimulierende Wirkung
bei gleichzeitiger Beibehaltung einer funktionierenden Zell-Zell-Kommunikation auch
in vivo bestätigt werden. Es wurde jedoch ebenfalls deutlich, dass beide Zemente inner-
halb des Untersuchungszeitraums kaum resorbiert wurden.
ToF-SIMS-Analysen der Zellreaktion auf SrCPC
Im Gegensatz zu anderen Analysemethoden wie beispielsweise EDX bietet die Unter-
suchung mittels ToF-SIMS die Möglichkeit einer dreidimensional aufgelösten Element-
bzw. Molekularanalyse. Wie in Kapitel 4.1.5 gezeigt, ließ sich mittels ToF-SIMS die
Verteilung der Sr2+-Ionen im Zement räumlich darstellen. In Kooperation mit dem
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Abb. 5.2: ToF-SIMS-Analyse einer einzelnen, auf S100 kultivierten Zelle (hMSC, zur Analyse auf Si-Wafer
übertragen). Anhand des Tiefenprofils (A, aufgrund des mit der Zeit fortschreitenden Materi-
alabtrags korreliert die aufgetragene Sputterzeit dem Abstand von der Materialoberfläche) ist
erkennbar, dass Sr2+ und Ca2+ in der Zelle (erkennbar als C3H8N+-Signal) akkumuliert sind.
Dies ist auch in der 3D Rekonstruktion (B) als auch den Darstellungen der lateralen Elementver-
teilung (C-E) zu erkennen. Nach: [138].
Physikalisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Universität Gießen wurden auch
Untersuchungen an auf den neu entwickelten Knochenzementen kultivierten Zellen
durchgeführt [138]. Dazu wurden die Zellen einerseits direkt auf den Zementen kulti-
viert und fixiert, andererseits nach einer gewissen Kultivierungszeit vom Zement auf
Silizium-Wafer umgesiedelt, um eine vom Zement unabhängige Analyse der intrazellu-
lären Ionenkonzentrationen zu ermöglichen.
Da auch organische Moleküle bzw. Molekülfragmente, beispielsweise das Phosphat-
idylcholin (C5H15PMO+4 ) und seine Hauptfragmente C5H12N
+ und C3H8N+, gut detek-
tierbar sind, war es möglich, die Einlagerung von Sr2+-Ionen aus dem Medium (bei
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Kultivierung mit SrCl2-haltigem αMEM) bzw. aus dem Material (direkte Kultur auf
A10- und S100-Proben) in die von Osteoblasten gebildete mineralisierte extrazelluläre
Matrix darzustellen (Abb. 5.2). Dabei konnte gezeigt werden, dass Sr2+-Ionen in die
mineralisierte Matrix integriert werden, allerdings nicht homogen, sondern teilweise
lokal angereichert. Eine Erklärung für dieses Phänomen konnte bislang nicht gefunden
werden.
Darüber hinaus wurde ein interessanter Hinweis auf den Mechanismus der Sr2+-
Einlagerung in das extrazelluläre Mineral gefunden: im Medium vorhandene oder aus
dem Zement freigesetzte Sr2+-Ionen wurden von zu Osteoblasten differenzierenden
hMSC aufgenommen und intrazellulär akkumuliert, wobei die Menge des in der Zelle
nachgewiesenen Strontiums von dessen Konzentration im Medium abhing. Dies könnte
auf einen Vesikel-gesteuerten Mineralisierungsmechanismus der ECM hindeuten [139].
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6 Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung Strontium-haltiger Kno-
chenzemente auf Basis eines etablierten Calciumphosphat-Knochenzements, welche
durch kontrollierte Freisetzung zweiwertiger Strontiumionen (Sr2+) in vitro wie in vivo
die zelluläre Knochenneubildung unterstützen. Gleichzeitig sollte durch die freigesetz-
ten Sr2+-Ionen die osteoklastäre Resorption des Zements, nicht jedoch die Osteoklas-
togenese als solche, inhibiert werden. Darüber hinaus sollte der Zement eine für die
Verwendung in typischen Knochendefekten geeignete Handhabbarkeit und eine dem
spongiösen Knochen vergleichbare Festigkeit besitzen.
Zementherstellung und materialwissenschaftliche Charakterisierung
Zur Modifizierung des Ausgangsmaterials, eines α-Tricalciumphosphat-basierten, zu
Hydroxylapatit abbindenden Zements (CPC), wurden drei Ansätze gewählt: die Beimi-
schung von Strontiumcarbonat (SrCO3) und ggf. zusätzlich Dicalciumphosphat (DCPD)
zum Ausgangszement (A- bzw. B-Typ-Modifizierung) sowie die Substitution der Ze-
mentkomponente CaCO3 durch SrCO3 (S-Typ). Gegenüber den meisten in der Literatur
beschriebenen Strontium-haltigen Calciumphosphatzementen stellt dies eine verein-
fachte Herangehensweise dar, da keine aufwändigen Schritte zur Synthese Sr-haltiger
Precursor-Phasen (etwa Hochtemperaturbehandlungen oder Fällungsreaktionen) not-
wendig sind und zudem eine Variation des Sr-Gehalts im Zement leicht möglich ist.
Alle drei Ansätze resultierten in gut handhabbaren Zementpasten, deren Abbindeeigen-
schaften sich durch die jeweilige Modifikation mit der Strontiumphase SrCO3 jedoch
deutlich voneinander unterschieden. Durch Anpassung der pro Masse eingesetzten
Flüssigkeitsmenge (l/p-Verhältnis) konnte für alle Modifikationen eine initiale Abbinde-
zeit (ti) innerhalb der für die Verarbeitung von Calciumphosphatzementen postulierten
Zeitspanne von 3 ≤ ti ≤ 8 min [106, 107] realisiert werden. Aufgrund einer deutlichen
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Verschlechterung der Zementeigenschaften, insbesondere der Druckfestigkeit, erwies
sich die B-Typ-Modifizierung während der weiteren Charakterisierung jedoch als unge-
eignet und wurde nicht weiter verfolgt.
A- und S-Typ-Modifikation des CPC führten jeweils zu prinzipiellen Unterschieden
zwischen den Zementen (Abb. 6.1):
A-Typ-Zemente bildeten während dem Abbinden eine Sr2+-arme Apatit-Matrix aus
Ca-defizitärem Hydroxylapatit (CDHA) mit eingelagerten SrCO3-Kristalliten, welche
auch während längerer Auslagerung der Zemente (bis zu 21 Tage) erhalten blieben.
Dies hatte eine gegenüber unmodifiziertem CPC (ca. 27 MPa) verminderte Druckfes-
tigkeit der A-Typ-Zemente von nur 12–15 MPa zur Folge, da die rund 5–8 µm großen
SrCO3-Kristallite im Belastungsfall rissauslösend wirkten. Dagegen blieb die biaxiale
Zugfestigkeit von der Modifikation weitgehend unbeeinflusst.
Abb. 6.1: Ergebnisse der materialwissenschaftlichen Charakterisierung: Gegenüber unmodifiziertem
CPC besaßen Zemente mit SrCO3-Beimischung (A-Typ) eine verringerte Druckfestigkeit, setzten
jedoch Sr2+-Ionen in geeigneten Konzentrationen frei. Die B-Typ Modifikation (Zusatz von
SrCO3 und DCPA) erwies sich als ungeeignet. Die Substitution von Ca2+ durch Sr2+ (S-Typ-
Modifizierung) führte zur Bildung eines Strontium-substituierten Zements mit verbesserten
mechanischen Eigenschaften und einer kontrollierten Sr2+-Freisetzung (n. b.: nicht bestimmt).
Charakteristisch für S-Typ-Zemente war hingegen eine homogene Verteilung des Stron-
tiums in der Zementmatrix, was mit Hilfe von Elementverteilungs-Analyse (EDX) und
insbesondere ortsaufgelöster Massenspektrometrie (ToF-SIMS) dargestellt werden konn-
te. Zudem spricht die kristallographische Auswertung der Phasenzusammensetzung,
bei der binnen weniger Tage das nahezu vollständige Verschwinden des enthaltenen
SrCO3 beobachtet wurde, für die Bildung Sr-haltigen Hydroxylapatits als Endprodukt
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der Zementierungsreaktion. S-Typ-Zemente besaßen infolge dessen eine gegenüber un-
modifiziertem CPC um bis zu 80 % gesteigerte Druckfestigkeit von maximal 57 MPa
(S100 nach 7-tägiger Auslagerung in feuchter Atmosphäre). Dagegen blieb auch hier die
biaxiale Zugfestigkeit im Vergleich zum Ausgangsmaterial CPC weitgehend unverän-
dert.
Somit besaßen A- und S-Typ-modifizierte Zemente eine Druckfestigkeit vergleichbar
der des spongiösen Knochens (5–15 MPa [14, 140]) oder darüber und eignen sich daher
für den Einsatz als Knochenersatzmaterialien im Bereich der Spongiosa.
Bei Kontakt mit Zellkulturmedium zeigten A- wie auch S-Typ-Zemente eine Aufnah-
me von Ca2+-Ionen durch oberflächliches Apatit-Kristallwachstum, was insbesondere
im Fall der S-Typ-Zemente zu einer Glättung der Oberfläche führte. Jedoch war die
daraus resultierende, für Apatitzemente typische, Verarmung an Ca2+-Ionen im Aus-
lagerungsmedium weniger ausgeprägt als im Fall des reinen CPC. Auch der für CPC
charakteristische Abfall des pH-Werts im Auslagerungsmedium, bedingt durch die Frei-
setzung saurer Komponenten während der Hydrolyse der Precursor-Komponenten, fiel
für Sr-haltige Zemente deutlich geringer aus. Für alle Sr-haltigen Zemente wurde eine
innerhalb der ersten 3 Tage der Auslagerung leicht erhöhte (initial burst), danach jedoch
weitgehend konstante Freisetzung von Sr2+-Ionen festgestellt, die unter Zellkulturbe-
dingungen zu Sr-Konzentrationen im Bereich von 0,025–0,1 mM führte. Dabei zeigten
insbesondere S-Typ-Zemente eine Korrelation von Strontiumgehalt und -freisetzung,
was die Möglichkeit eröffnet, die Freisetzung durch Variation des SrCO3-Gehalts gezielt
einzustellen.
Schließlich führte die Strontium-Modifizierung zu einer Steigerung des Röntgenkon-
trasts der Zemente, was hinsichtlich einer so möglichen postoperativen Darstellung des
mit Strontium-Zement behandelten Knochendefekts von Vorteil ist.
Charakterisierung der entwickelten Materialien in vitro
In vitro wurde zunächst die Wirkung von Sr2+-Konzentrationen von bis zu 10 mM auf
humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) durch Zugabe von SrCl2 zum Zellkultur-
medium untersucht. Dabei zeigte sich, dass sowohl deren Proliferation als auch osteoge-
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ne Differenzierung bei 0,01–0,10 mM Strontium begünstigt wird, was weitgehend den
aus A- und S-Typ-Zementen freigesetzten Konzentrationen entsprach.
Weiterhin konnte sowohl im indirekten (Übertragung des konditionierten Zellkultur-
mediums von Zementen auf Zellen) als auch im direkten Zellversuch (Kultivierung
der hMSC direkt auf den Zementen) ein positiver Effekt der Strontium-Modifikation
auf die zelluläre Reaktion festgestellt werden: in beiden Kultursystemen führte die
Strontium-Modifikation generell, und insbesondere die Substitution von Ca2+- durch
Sr2+-Ionen im Zement (S-Typ), zu einer gesteigerten Proliferation und einer innerhalb
der Kultivierungszeit weiter fortgeschrittenen osteogenen Differenzierung der hMSC
in osteoblastäre Zellen (Abb. 6.2). Dies konnte in drei unabhängigen Experimenten mit
primären Zellen dreier unterschiedlicher Spender bestätigt werden.
Abb. 6.2: Ergebnisse der in vitro-Charakterisierung: Generell bewirkte die Strontium-Modifizierung der
Zemente eine Steigerung der Proliferation und osteogenen Differenzierung humaner mesen-
chymaler Stammzellen. Dies galt insbesondere für S-Typ-modifizierte Materialien. Die Osteo-
klastogenese war sowohl auf CPC als auch S-Typ-Zementen möglich, jedoch war die Aktivität
spezifischer Marker verändert und insbesondere die Resorption der Sr-modifizierten Zemente
vermindert.
In Experimenten mit primären humanen Monozyten wurde außerdem ein deutlicher
Einfluss von Sr2+-Ionen im Zellkulturmedium auf die Bildung osteoklastärer Zellen
(Osteoklastogenese) gezeigt: sowohl die Ausbildung des Osteoklasten-typischen Aktin-
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rings als auch die Aktivität spezifischer Enzyme wie der tartratresistenten sauren Phos-
phatase (TRAP) und der Carbonahydrase II (CAII) wurde durch Strontium-Konzentra-
tionen von mehr als 0,01 bzw. 1 mM, wiederum eingestellt durch Zugabe von SrCl2,
deutlich reduziert. Im direkten Kontakt mit S-Typ-modifizierten Zementen kam es zwar
zur Bildung osteoklastärer Zellen, jedoch war deren charakteristische Enzymaktivität
gegenüber den auf unmodifiziertem CPC kultivierten Zellen entscheidend verändert:
die Aktivität der TRAP erreichte erst zu späteren Zeitpunkten ein ähnlich hohes Niveau
wie auf CPC, und die der CAII war innerhalb des Untersuchungszeitraums gegenüber
den CPC-Kulturen generell reduziert (Abb. 6.2). Dies spiegelte sich auch in der Re-
sorptionsaktivität wieder: während CPC nach 16 Tagen deutliche Spuren osteoklastärer
Resorption aufwies, war die Größe und insbesondere die Anzahl der Resorptionsla-
kunen auf S-Typ-Zementen signifikant reduziert. Auch diese Ergebnisse konnten mit
Zellen unterschiedlicher Spender reproduziert werden.
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Damit ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:
• Strontium-haltige Knochenzemente lassen sich durch Beimischung von SrCO3 (A-
Typ) zu einem etablierten, auf α-TCP basierenden und Hydroxylapatit-bildenden
Pulver-Flüssigkeitszement sowie durch Substitution des darin enthaltenen CaCO3
durch SrCO3 (S-Typ) herstellen. Die gleichzeitige Beimischung von SrCO3 und
DCPA dagegen (B-Typ) führt nicht zu mechanisch ausreichend stabilen Materiali-
en.
• A-Typ-modifizierte Zemente besitzen eine inhomogene Struktur aus einer Stron-
tium-freien Apatit-Matrix mit eingelagerten SrCO3-Kristalliten, während S-Typ-
Zemente eine homogene Matrix mit gleichmäßiger Sr2+-Verteilung aufweisen.
• Es wurden zahlreiche experimentelle Hinweise darauf gefunden, dass die wäh-
rend des Abbindens der S-Typ-Zemente gebildete Matrix aus Sr-substituiertem
Hydroxylapatit (SrHA) besteht.
• Die für Calciumphosphatzemente typische Senkung des pH-Werts bei Auslage-
rung in wässrigem Medium und die Aufnahme von Ca2+-Ionen wird durch die
Sr-Modifikation reduziert.
• Die Beimischung von SrCO3 vermindert, eine Substitution von CaCO3 durch
SrCO3 dagegen erhöht die Druckfestigkeit der Zemente.
• Insbesondere S-Typ-Zemente zeigen eine kontrollierte, über längere Zeit konstante
Sr2+-Freisetzung in wässriger Umgebung (z. B. Zellkulturmedium), die unter ty-
pischen in vitro-Bedingungen in Strontium-Konzentrationen von 0,025–0,010 mM
resultiert.
• Die freigesetzten Sr-Konzentrationen liegen innerhalb der in vitro auf osteoblastä-
re Zellen stimulierend, auf osteoklastäre Zellen inhibierend wirkenden Bereiche.
• Proliferation und osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzel-
len sind insbesondere auf S-Typ-Zementen gegenüber dem Sr-freien Zement er-
höht. Dies kann sowohl auf die ionische Interaktion der Zemente mit dem Zell-
kulturmedium (Sr2+-Freisetzung, Ca2+-Aufnahme, Änderung des pH-Werts) als
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auch auf die direkte Zell-Material-Interaktion (Oberflächenbeschaffenheit, Zellad-
häsion) zurückgeführt werden.
• Die Osteoklastogenese ist auf S-Typ-Zementen gegenüber unmodifiziertem CPC
vermindert, ebenso nimmt die osteoklastäre Resorption der S-Typ-Zemente mit
zunehmendem Sr-Gehalt ab.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung der hier entwickelten Strontium-Zemente
für die Versorgung osteoporotischer Knochendefekte aus materialwissenschaftlicher
Sicht sowie anhand von in vitro-Experimenten gezeigt. Darüber hinaus konnte im Rah-
men einer ersten Kleintierstudie, in der der Zement S100 in einem metaphysären De-
fektmodell in osteoporotischen Ratten untersucht wurde1, ein positiver Einfluss der aus
dem Zement freigesetzten Sr2+-Ionen auf die Knochenneubildung gezeigt werden (vgl.
Kap. 5) [136,141–143]. Der nächste Schritt hin zur klinischen Anwendung des neuartigen
Knochenzements besteht in der Testung im Rahmen eines geeigneten Großtiermodells,
wobei sich aus anatomischen Gründen ein ovines Modell – bestenfalls an Tieren mit
osteoporotischem Knochenstatus – empfiehlt. Eine entsprechende Studie ist im Rah-
men des Sonderforschungsbereichs/Transregio 79, in dem auch die hier behandelten
Arbeiten stattfanden, geplant. Anhand der gezeigten Ergebnisse erscheint gerade der
Zement S100 als geeignet für die Versorgung von Knochendefekten, insbesondere bei
Osteoporose-Patienten.
Ein wichtiger Aspekt der klinischen Anwendung von Knochenzementen ist deren einfa-
che Applizierbarkeit, gerade aufgrund der zunehmenden Bedeutung minimalinvasiver
Operationstechniken. Zwar ist es prinzipell möglich, die aus Pulver und Flüssigkeit an-
gerührte Zementpaste mittels Spritze und Kanüle in einen Knochendefekt zu applizie-
ren, jedoch wird dies zum einen durch die begrenzte Verarbeitungszeit des Zements und
zum anderen durch Druck-bedingte Entmischungsvorgänge in der Spritze, dem sog. fil-
ter pressing, erschwert [144]. Eine Lösung dieses Problems bieten sog. Pasten-Zemente,
in denen das Zementpulver in einem nicht-wässrigen Medium dispergiert vorliegt und
eine auch durch Kanülen gut dosierbare Paste bildet. Erst bei Kontakt mit wässrigem
Medium – beispielsweise Blut oder Gewebsflüssigkeit – startet die hydraulische Ab-
1 Kooperationsstudie im Rahmen des SFB Transregio 79, durchgeführt im Labor für Experimentelle
Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universität Gießen.
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bindereaktion. Eine solche Paste wurde von der Firma InnoTERE GmbH auf Basis des
hier verwendeten biocement 1.0 (CPC) entwickelt [145]. Es bleibt zu Untersuchen, ob
sich die in der vorliegenden Arbeit entwickelte Strontium-Modifizierung, insbesondere
vom S-Typ, auf solche Pastenzemente übertragen lässt und ob dadurch ebenfalls eine
Erhöhung der mechanischen Festigkeit sowie vergleichbar günstige biologische Effekte
auf Zellkulturebene wie auch in vivo erreicht werden können.
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A.1 Daten zur Materialcharakterisierung
Oberflächencharakterisierung
Tabelle A.1 zeigt die Ergebnisse der Rauheitsmessung mittels Weißlicht-Interferometrie
an CPC und Sr-modifizierten Zementen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Deutlich zu
Tab. A.1: Rauheitswerte für frisch hergestellte, 4 d ausgehärtete sowie für 7 Tage in Zellkulturmedium
ausgelagerte Zemente.
Material Rauheit Ra [µm]
frisch 4 d ATM 7 d Medium
CPC 0,6015 ± 0,0261 0,4833 ± 0,1218 0,6900 ± 0,0938
A5 0,4807 ± 0,0418 0,4170 ± 0,0332 0,4843 ± 0,0489
A10 0,6370 ± 0,1832 0,5150 ± 0,0589 0,5516 ± 0,0752
S50 0,3597 ± 0,0685 0,4047 ± 0,1877 0,2287 ± 0,0626
S100 0,4497 ± 0,1428 0,1296 ± 0,0747 0,3587 ± 0,0544
Rauheit Rq [µm]
frisch 4 d ATM 7 d Medium
CPC 0,8820 ± 0,1159 0,8087 ± 0,1637 1,1680 ± 0,1165
A5 0,7243 ± 0,0847 0,6123 ± 0,0552 1,0677 ± 0,4862
A10 1,0013 ± 0,3457 0,7790 ± 0,050 0,8680 ± 0,2402
S50 0,8426 ± 0,3651 0,6053 ± 0,1166 0,4323 ± 0,2482
S100 0,5777 ± 0,1530 0,9443 ± 0,0201 0,5137 ± 0,1138
erkennen ist, dass S-Typ-Zemente eine geringere Rauheit als CPC und A-Typ-Zemente
besitzen. Weiterhin wird die Abnahme der Rauheit während der Auslagerung in feuch-
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ter Atmosphäre (ATM) sowie in Zellkulturmedium deutlich, bedingt durch die fort-
schreitende, einzelne Körner überbrückende Kristallitbildung an der Zementoberfläche.
Dies wird auch in Abbildung A.1 deutlich: auf REM-Aufnahmen hoher Vergrößer-
ung (hier 10 000 x) ist das fortschreitende Zusammenwachsen der Zement-Precursor-
partikel während der Auslagerung sowie die Apatit-Kristallitbildung erkennbar. Diese
führt insbesondere bei S-Typ-Zementen zu einer weitgehenden Homogenisierung der
Oberfläche.
Charakterisierung des Bulkmaterials
Die Cluster-artige Verteilung des beigemischten SrCO3 in A-Typ-Zementen konnte auch
mittels EDX nachgewiesen werden: gut zu erkennen sind Sr-Konzentrationen in A5 und
A10 Proben (korrespondierende EDX- und REM-Aufnahmen der Zementoberfläche).
Dabei sind in A10-Proben entsprechend dem höheren Gehalt an SrCO3 mehr dieser
Cluster zu erkennen. Dagegen weisen S-Typ-Zemente eine homogene Sr-Verteilung auf,
ebenfalls mit höherem Sr-Gehalt ansteigend.
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Abb. A.1: Oberfläche von CPC und A- bzw. S-Typ modifizierten Zementen nach der Herstellung (frisch)




Abb. A.2: REM und EDX-Aufnahmen 4 Tage in feuchter Atmosphäre gehärteter CPC, A- und S-Typ-
Zemente.
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A.2 Ergänzende Daten zur Charakterisierung in vitro
Vergleich der Methoden zur Zellzahlbestimmung
Aufgrund der bekannten hohen Bindungskapazität von Calciumphosphatverbindun-
gen für Nucleinsäuren wurden die beiden Methoden zur Zellzahlbestimmung, Ermitt-
lung des DNA-Gehalts sowie Quantifizierung der Aktivität der intrazellulären LDH,
in einem Wiederfindungs-Experiment verglichen. Dazu wurde eine definierte Menge
Zelllysat für 50 min (entsprechend der Lysezeit für Zellen auf Zementen) auf CPC und Sr-
modifizierten Zementen inkubiert, anschließend der DNA- und LDH-Gehalt ermittelt
und mit auf Polystyrol (keine bekannten Wechselwirkungen mit DNA oder Enzymen)
inkubiertem Lysat verglichen. Abbildung A.3 macht deutlich, dass die Zellzahlbestim-
mung mittels DNA-Quantifizierung anfällig gegenüber dem jeweiligen Substratmateri-
al ist: auf CPC wurde eine deutlich geringere DNA-Menge als auf PS sowie den anderen
Zementen gemessen (alle Messwerte wurden auf PS bezogen).
Abb. A.3: Im Rahmen eines Wiederfindungsexperiments ermittelter Vergleich der mittels DNA-
Quantifizierung sowie Bestimmung der intrazellulären LDH-Aktivität ermittelten Zellzahl
auf CPC und Sr-modifizierten Zementen. Alle Messwerte wurden auf PS bezogen.
Die Bestimmung der Zellzahl mittels LDH-Aktivität hingegen lieferte auf allen Materia-
lien mit PS vergleichbare Ergebnisse, weshalb für alle folgenden Untersuchungen zur
Osteogenese die mit Hilfe der LDH-Aktivität verwendete Zellzahl verwendet wurde.
Anders im Fall der Untersuchungen zur Osteoklastogenese: hier ist eine Korrelati-
on von LDH-Aktivität und Zellzahl nicht möglich, weshalb hier auf die DNA-Quanti-
fizierung zurückgegriffen wurde (vgl. hierzu die in Kap. 4.3.1 angestellten Überlegun-




Die In Kapitel 4.2.3 gezeigten Experimente zur Osteogenese auf CPC und Sr-modi-
fizierten Zementen wurden mit Zellen von insgesamt drei unabhängigen Spendern
wiederholt. Abbildung A.4 zeigt die Ergebnisse: wie auch in Abbildung 4.21 wurde eine
auf Sr-haltigen Zementen gegenüber CPC erhöhte Proliferation sowie eine gesteigerte
osteogene Differenzierung (ALP-Aktivität) gefunden.
Abb. A.4: Ergebnisse der biochemischen Analyse in direkter Kultur von hMSC auf CPC und Sr-haltigen
Zementen. A: Spender 41, B: Spender 315.
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Ionenfreisetzung aus den Zementen während der Osteogenese
Wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben wurden Messungen zur Sr2+-Freisetzung unter in vi-
tro-Bedingungen sowohl an unbesiedelten als auch an mit hMSC besiedelten Zementen
durchgeführt. In Abbildung A.5 wird ersichtlich, dass in Anwesenheit der Zellen weitge-
hend mit den zellfreien Referenzproben vergleichbare Sr2+-Konzentrationen freigesetzt
wurden.
Gleiches gilt für die in den Abbildungen A.6 und A.7 dargestellten Messungen der
Ca2+- und Phosphat-Konzentrationen: auch hier war kein signifikanter Unterschied
zwischen zellfreien und zellbesiedelten Proben zu erkennen.
Abb. A.5: Ergebnisse der Strontium-Freisetzungsmessung in vitro aus unbesiedelten (links) und mit
hMSC besiedelten (rechts) Zementproben.
141
ANHANG A. ANHANG
Abb. A.6: Ergebnisse der Calcium-Freisetzungsmessung in vitro aus unbesiedelten (links) und mit hMSC
besiedelten (rechts) Zementproben.
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Zusammenfassung der Ergebnisse zur Osteogenese auf Zementen
Abbildung A.8 fasst die Ergebnisse der drei durchgeführten Experimente zur Prolifera-
tion und osteogenen Differenzierung im direkten Materialkontakt zusammen. Es wird
deutlich, dass die Proliferationsraten der Zellen der drei untersuchten Spender stark
voneinander abweichen. Während in einem Experiment binnen 21 Tagen die Zellzahl
um den Faktor 9 zunahm erreichten Zellen eines anderen Spenders in der gleichen Zeit
die beinahe 20-fache Zelldichte. Auch der Anstieg in der Aktivität der ALP war stark
spenderabhängig: die Enzymaktivität nahm beispielsweise auf PS binnen 21 Tagen auf
das 10- bis 70-fache zu.
Abb. A.8: Ergebnisse der Untersuchungen zur Ostoegenese mit Zellen dreier verschiedener Spender:
Änderung der Zellzahl (Proliferation), ermittelt anhand der intazellulären LDH-Konzentration
(A) und osteogene Differenzierung (Aktivität der ALP, B).
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Statistik
Tab. A.2: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der Zellzahl bei Untersuchungen zur Osteoge-
nese in direktem Materialkontakt. Statistisch stignifikant zu den Zellen auf CPC abweichende
Werte sind mit „+“ gekennzeichnet.
Spender A Spender B Spender C
Material Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 7 Tag 14 Tag 21
osteogen stimuliert (OS+)
A5 - - - - + - - - -
A10 - - - - + + - - +
S50 - - + - + + - + +
S100 + + + - + + + - +
unstimuliert (OS−)
A5 - - + - - - - - -
A10 - - - - - + - + +
S50 + + + - + + - + +
S100 + + + + + + + + +
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Ergänzende Angaben zur Osteoklastogenese
Wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben wurden osteoklastogen stimulierte Zellen auf CPC
und S-Typ modifizierten Zementen kultiviert und deren Morphologie mittels Fluores-
zenzmikroskopie analysiert. Abbildung A.9 zeigt mittels Standardprotokoll gewonnene
Osteoklasten auf CPC und S100: deutlich zu erkennen sind Osteoklasten mit Aktinring
und mehreren Zellkernen, sowie eine Vielzahl einkerniger Zellen.
Abb. A.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Osteoklasten nach 9 Tagen Kultivierung auf CPC
(A) und S100 (B). Aktin- (Cytoskelett, grün) sowie DAPI-Färbung (Zellkerne, blau).
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